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Multipl Skleroz (MS), geng yetiskinlerde travma harici norolojik engelliligin en
yaygin sebebi olan; kronik enflamatuar, otoimmiin, nérodejeneratif ve demiyelinizan
bir merkezi sinir sistemi (MSS) hastaligidir. Fingolimod, MS’in en yaygin klinik alt
formu olan ataklarla seyreden MS (RRMS) tedavisinde ikinci basamakta kullanilan ve
agizdan alinan immiin-baskilayici bir ajandir. Gen ifadesinin diizenlenmesinde gorev
alan mikroRNA’lar (miRNA) bir¢ok hastaligin teshisi ve seyri ile iligkilendirilmis
olup biyobelirte¢ kesif ¢alismalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. miRNA’larin
genlerinde bulunan tek niikleotit polimorfizmleri (SNP) bu miRNA’larin ekspresyon
seviyelerine etki etmektedir. Bu tez calismasinda, enflamatuar ve bagisiklik
yanitlarinin olusmasiyla iligkili olan miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p’nin
dolasimdaki ekspresyon seviyeleri ve bu miRNA’larin genlerinde bulunan SNP’lerin

(rs2910164, rs767649 ve rs11614913) MS hastalig: riski ile iligkisi incelenmistir. Bu
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SNP’lerin miRNA plazma ekspresyon seviyesi tizerindeki etkileri, SNP’lerin Tiirk
toplumunda MS’e yatkinliktaki rolleri ve miRNA plazma ekspresyon seviyelerinin
MS hastaliginin teshisi ve tedavinin etkilerinin gézlemlenebilmesi i¢in biyobelirteg
olma potansiyelleri degerlendirilmistir. 400 RRMS ve 400 kontrol katilimcisindan
olusan Grup-1’de MIR146A rs2910164, MIR155 rs767649 ve MIR196A2 rs11614913
SNP’lerinin genotiplemeleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Grup-1 i¢erisinde bulunan ve rastgele bir sekilde belirlenen 30 naif
(tedavi almayan) RRMS, 29 fingolimod tedavisi alan RRMS ve 30 kontrol
katilimeisinin bulundugu Grup-2’de plazma miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-
S5p rolatif ekspresyon seviyeleri kantitatif gercek zamanli PCR ile gerceklestirilmistir.

Ornekler Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Noroloji Poliklinigi’nden alinmistir.

Bu tez ¢calismasinda MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin T aleli Tiirk toplumunda
RRMS riski ile ve MIR146A 152910164 G/C SNP’sinin GC veya CC genotipine sahip
olma durumu hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskili bulunmustur. Plazma
miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin fingolimod tedavisi alan
RRMS hastalarinda, naif RRMS hastalarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede
daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu sonuglar miR-155-5p’nin ve miR-196a-5p’nin

fingolimod tedavisi i¢in potansiyel terapotik hedefler olabilecegini diistindiirmektedir.

Bu tez calismasiyla ilk defa Tiirk toplumunda MIR146A rs2910164, MIR155 rs767649
ve MIR196A2 rs11614913 SNP’lerinin RRMS hastalig1 riskiyle iligkisi incelenmis ve
daha once MS ile iliskisi hi¢ ¢aligilmamis olan MIR196A2 rs11614913 SNP’sinin
polimorfik T alelinin Tiirk toplumunda MS hastalig1 i¢in bir risk faktorii oldugu ortaya
konmustur. Ayrica plazma miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri
ile fingolimod tedavi ajaninin arasindaki iligki gosterilmistir. Plazmadaki potansiyel
biyobelirte¢ adaylarin1 ortaya koyan bu bulgular, MS hastalig1 i¢in terapodtik ajanlar
gelistirilmesine, hastaligin progresyonunun ve tedavi yanitlarmin takibi igin
biyoalgilayicilarin iiretilmesine imkan saglayabilir. Multidisipliner bir yaklagimin
benimsendigi bu tez ¢alismasi, Biyomedikal Miihendisligi alanina énemli katkilarda

bulunmus bir ¢alisma olarak nitelendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Multipl Skleroz, Tek niikleotit polimorfizmi, mikroRNA,
Biyobelirteg, Gen ifadesi.
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Multiple Sclerosis (MS), the most common cause of non-traumatic neurological
disability in young adults, is a chronic inflammatory, autoimmune, neurodegenerative
and demyelinating disease of the central nervous system (CNS). Fingolimod is an oral
immunosuppressant used in the second-line treatment of relapsing-remitting MS
(RRMS), the most common clinical subtype of MS. MicroRNAs (miRNA), which are
involved in the regulation of gene expression, are associated with the diagnosis and
progression of many diseases and play an important role in biomarker discovery
studies. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the genes of miRNAs influence
the expression levels of these miRNAs. In this thesis study, the relation of the
circulating expression levels of miR-146a-5p, miR-155-5p and miR-196a-5p, which
are associated with the formation of inflammatory and immune responses, and SNPs
(rs2910164, rs767649 and rs11614913) in the genes of these miRNAs with the risk of
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MS disease were investigated. The effects of these SNPs on miRNA plasma expression
levels, the role of SNPs in susceptibility to MS in the Turkish population, and the
potential of MiIRNA plasma expression levels as biomarkers for diagnosing MS disease
and for monitoring the effects of treatment were evaluated. In Group-1, consisting of
400 RRMS and 400 control participants, genotyping of SNPs MIR146A rs2910164,
MIR155 rs767649 and MIR196A2 rs11614913 was performed using real-time
polymerase chain reaction. In Group-2, which included 30 naive (non-treated) RRMS
participants, 29 RRMS participants treated with fingolimod and 30 control participants
randomly selected from Group-1, plasma relative expressions levels of miR-146a-5p,
miR-155-5p and miR-196a-5p were determined by quantitative real-time PCR.
Samples were collected at the Ankara Bilkent City Hospital Neurology Polyclinic.

In this thesis study, the T allele of the MIR196A2 rs11614913 C/T SNP was found to
be associated with the risk of RRMS in the Turkish population, and having the GC or
CC genotype of the MIR146A rs2910164 G/C SNP was found to be associated with
the risk of rapid MS progression (MSSS>5). The relative expression of miR-155-5p
and miR-196a-5p in plasma was statistically significantly lower in RRMS patients
treated with fingolimod than in naive RRMS patients. These results suggest miR-155-
5p and miR-196a-5p may be potential therapeutic targets for fingolimod treatment.

Within this dissertation study, the association between SNPs MIR146A rs2910164,
MIR155 rs767649 and MIR196A2 rs11614913 and the risk of RRMS disease was
investigated for the first time in the Turkish population, and it was revealed that the
polymorphic T allele of SNP MIR196A2 rs11614913, whose association with MS has
not been investigated before, is a risk factor for MS disease in the Turkish population.
In addition, the association between the relative expression levels of miR-155-5p and
miR-196a-5p in plasma and fingolimod treatment agent was demonstrated. These
findings, which reveal potential biomarker candidates in plasma, could enable the
development of therapeutics for MS diseases and the production of biosensors to
monitor disease progression and response to treatment. This work, which takes a
multidisciplinary approach, is described as a study that has made a significant

contribution to the field of Biomedical Engineering.

Keywords: Multiple Sclerosis, Single nucleotide polymorphisms, microRNA,
Biomarker, Gene expression.
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1. GIRIS

1.1 Multipl Skleroz

Multipl Skleroz (MS), geng yetiskinlerde travma harici noérolojik engelliligin en
yaygin sebebi olan; kronik enflamatuar, otoimmiin, ndrodejeneratif, demiyelinizan bir
merkezi sinir sistemi (MSS) hastaligidir (Dobson & Giovannoni, 2019; Efendi &
Yandim Kuscu, 2018). Kendiliginden reaktif olan (otoreaktif) bagisiklik sistemi
hiicrelerinin, MSS’de yer alan noronlar1 saran miyelin kiliflara saldirmalariyla
tahribata neden olarak (Sekil 1.1), beyin ve omuriligin beyaz ve gri maddesinde
olusturduklart demiyelinizan lezyonlarin birikmesi hastaligin karakteristik patolojik

szelligidir (Filippi vd., 2018).

Normal Sinir Hiicresi Multipl Skleroz
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Sekil 1.1: Normal bir sinir hiicresinin ve MS’e bagli miyelin hasarinin

olustugu bir sinir hiicresinin temsili goriintimi (Filippi vd., 2018).
Biriken demiyelinizasyonun yani sira demiyelinize aksonlarda mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunun ve enflamasyonun zayiflattigir enerji metabolizmasinin da
norodejenerasyona sebep oldugu diisiiniilmektedir (Thompson vd., 2018). Beyin ve
omurilikte meydana gelen bu hasarlar, norolojik engellilik diizeyini artirir. Hastalarda
yorgunluk ve kuvvetsizligin yan1 sira duyu kaybi, uzuv zayifligi, mesanede fonksiyon
bozuklugu, koordinasyon ve bellek kaybi gibi semptomlar izlenebilir (Efendi &
Yandim Kuscu, 2018; Reich vd., 2018). MS hastaliginin, hastalarin sosyoekonomik
durumlar1 ve islev gdsterme becerileri iizerindeki etkileri, bireylerin giindelik yasamini

sekteye ugratacak ciddi sorunlari agiga ¢ikartir (Dobson & Giovannoni, 2019).
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MS, hastalar arasinda farkli klinik belirtilerin ve hastalik seyirlerinin goriilebildigi
heterojen bir hastaliktir. MSS’nin  bir bolgesinde demiyelinizasyon veya
enflamasyonla iligkili, tek bir ndrolojik atakla karakterize olan ve MS siiphesi
uyandiran klinik izole sendrom (KIS), hastaligin baslangi¢ evresi olarak
goriilmektedir. Ataklarla seyreden MS (Relapsing remitting MS — RRMS), yeni
semptomlarin ortaya ¢iktig1 veya mevcut semptomlarin kotiilestigi atak donemlerinin
(relapsing) genellikle birka¢ giin ile birkag¢ hafta siirdiigii ve iyilesme donemlerinde
(remitting) kismi veya tama yakin diizelmelerin goriildiigii en yaygin klinik alt
formdur. RRMS tanili hastalarda atak sikliginin artmasiyla ve hastaligin seyri sirasinda
kalic1 norolojik kusurlarin gelisip engellilik diizeyinin ilerlemesiyle ikincil ilerleyici
MS (Secondary progressive MS — SPMS) alt formu gézlemlenmektedir. Hastaligin
baslangigtan beri kotiilestigi klinik alt form da birincil ilerleyici MS (Primary
progressive MS — PPMS) olarak bilinmektedir (Efendi & Yandim Kuscgu, 2018;
Thompson vd., 2018).

MS’in altinda yatan neden tam olarak bilinmemekle beraber, MS hastalig1 kompleks
genetik, epigenetik ve c¢evresel faktorlerin etkilesimlerinin neden oldugu
multifaktoriyel bir hastaliktir (Filippi vd., 2018). D vitamini eksikligi, ultraviyole B
151k (UVB) maruziyet eksikligi, Epstein-Barr viriisii (EBV) enfeksiyonu, obezite,
sigara kullanim1 ve cografi etkenler gibi ¢evresel faktorlerle birlikte genetik yatkinlik,
cinsiyet, etnik kdken gibi genetik baz1 faktorler de hastaliga duyarlilig: artirmaktadir

(Dobson & Giovannoni, 2019).

MS’e yatkinliga isaret edebilecek gilincel ve umut vadeden potansiyel risk faktorleri
bulunmasina ragmen, hastaligin kompleks etiyolojisi, patogenezi ve bagisiklik
sisteminin karigiklig1, yeni yapilacak caligmalara olan ihtiyact dogurmaktadir (Yadav
vd., 2015). Oliimciil olmayan bu hastalik tam olarak anlasilamayan heterojen yapisi ve
hastalarin hayat kalitesi tizerindeki olumsuz etkilerinin daha ¢ok geng yetiskinlerde
goriilmesi sebebiyle diinya ¢apinda kayda deger bir oranda isgiicii kaybina neden
olabilmektedir. MS’in sebep oldugu bu sosyoekonomik zarar, pediyatrik vakalarin ve
hamilelerin de tedaviye ihtiya¢ duymasi; bu hastaligin toplumun biiyiik bir kesimine
etki ettiginin ve bugiin halen arastirilmaya deger oldugunun bir gostergesidir (Loma

& Heyman, 2011).



1.1.1 Multipl Sklerozun epidemiyolojisi

MS o6zellikle geng yetiskinlerde goriilen ve insidansi diinya ¢apinda artan norolojik bir
hastaliktir (Dobson & Giovannoni, 2019). MS’in goriilme siklig1 1990 yilindan bu
yana kiiresel dlgekte 6nemli 6l¢tide artmustir (Wallin vd., 2019). MS Atlasina gore,
diinyadaki MS’1i hasta sayis1 2013 yilinda 2.3 milyon iken 2020 y1linda %30 oraninda
artarak 2.8 milyona ylikselmistir (MSIF, 2020). Hastaligin kiiresel yayginligi 100.000
kisi basia 35.9 olarak belirlenmistir. 2013 yilindan 2020 yilina kadar verilerin saglikli
bir sekilde toplanabildigi iilkeler arasindan sadece %14°l sabit veya azalan bir
goriilme siklig1 bildirmistir (Walton vd., 2020). Artan yayginlik oraninin ekonomik
yiikliniin 2010°da Avrupa’da yaklasik olarak 14.6 milyar Euro, 2013 yilinda ise
Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) 4.3 milyar Dolar oldugu tahmin edilmektedir
(Filippi vd., 2018).

MS’in goriilme sikligi toplumlar arasinda farklilik géstermektedir (Sekil 1.2). Avrupa,
Kuzey Amerika ve Avustralya kitast MS goriilme sikliginin en yiiksek oldugu yerler
(>100/100.000); Asya, Uzak Dogu ve Afrika ise en diisiik oldugu yerler (<5/100.000)
olarak gozlemlenmektedir. Avrupa bolgesinde San Marino (337/100.000), Danimarka
(301/100.000) ve Almanya (300/100.000) diinya genelinde en yiiksek yayginliga sahip
iilkelerken, bu tilkeleri Kanada (290/100.000) ve ABD (288/100.000) izlemektedir
(MSIF, 2020; Walton vd., 2020). Ulkemizde MS goriilme siklig1, Tiirkiye nin Asya ve
Avrupa kitalar1 arasinda gecis bolgesi olmasindan dolayr farkli bolgeler arasinda
degisiklik gostermektedir. Edirne bolgesinde yapilan bir calismada MS’in goriilme
sikligr  (34/100.000), komsusu olan Bulgaristan (40/100.000) ve Yunanistan
(39/100.000) gibi Balkan iilkeleri ile benzerlik gosterirken, Avrupa iilkelerine gore
daha diisiiktiir (Celik vd., 2011). Bérii ve arkadaslarinin ¢alismalarinda ise, Istanbul
bolgesinde (102/100.000) ve Bati Karadeniz bolgesinde (96/100.000) MS goriilme
sikligiin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Borii vd., 2006, 2018). Orta Karadeniz
bolgesinde (43/100.000) ve iilkemizin kirsal bolgelerinde ise (48/100.000) MS
yayginhig1r benzerlik gosterirken, Sivas bolgesinde (288/100.000) bir hayli yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Akdemir vd., 2017; Boliikk vd., 2021; Gokge vd., 2019).
Cografi ve cevresel farkliliklarin bolgesel etkileri bu ¢alismalar ile gosterilirken, MS
Atlasinin verilerine gore Tiirkiye’de MS hastaliginin goriilme sikligir 100.000 kisi
basina 70 olarak bildirilmistir (MSIF, 2020).
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Sekil 1.2: MS Atlas1 3. versiyonuna gore Diinya genelinde 100.000 kisi
basina goriilen MS’1i hasta sayis1 (MSIF, 2020).

MS hastaliginin goriilme siklig1 toplumlar ve bolgeler arasinda farklilik gosterdigi gibi
cinsiyetler arasinda da degisiklik gostermektedir. Diinya geneline bakildig1 zaman MS
hastaliginin kadinlarda erkeklere gore daha yaygin oldugu gosterilmistir. 1900’lerin
basinda bu durumun bodyle olmadig1 gériilse de Ikinci Diinya Savasi’ndan sonra
kadinlar arasinda sigara kullaniminin artmasiyla birlikte MS’in yayginliginin da
kadinlarda arttig1 diislintilmektedir. 1950’lerden bu yana artmaya devam eden kadin-
erkek orani bir¢ok gelismis iilkede 3:1 iken (Dobson & Giovannoni, 2019); Tiirkiye
genelinde Ozel olarak cinsiyet orani iizerinde gercgeklestirilen bir arastirma
bulunmamakla birlikte Trakya bolgesinde kadin-erkek orani 2.55:1 olarak
bulunmustur (Celik vd., 2011).

Cogunlukla geng eriskinlerde goriilse de son yillarda gerceklestirilen ¢aligmalarda
MS’in ¢ocukluk dénemlerinde de ortaya ¢ikabildigi gosterilmistir. ABD’de her sene
yeni MS tanis1 alan hastalarin yaklasik %5’ini pediyatrik vakalar olustururken, Diinya
genelinde 2013 yilinda 7.000’den fazla 18 yas alt1 MS’li hasta bildirilmistir (Loma &
Heyman, 2011; Walton vd., 2020). Yapilan arastirmalardan MS hastaliginin endemik
bir hedef kitlesinin ve 6zel bir yas araliginin olmadigi, her toplumdaki her bir bireyi

hayatinin herhangi bir zamaninda tehdit edebildigi goriilmektedir.



1.1.2 Multipl Sklerozun etiyolojisi

MS’in genetik, epigenetik ve ¢cevresel faktdrlerin kombinasyonunu igeren karmagik bir
etiyolojisi vardir (Filippi vd., 2018; Wallin vd., 2019). Hastaligin kesin nedeni
belirsizligini korurken, 6ne ¢ikan birkag risk faktorii tanimlanmis ve bunlar sonraki

boliimlerde ayrintilart ile agiklanmistir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3: MS gelisiminde rol oynayan baglica ¢cevresel ve genetik risk
faktorleri (Filippi vd., 2018).
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1.1.2.1 Cevresel faktorler

Yasam tarz1 ve gevresel faktorler genis bir yelpazede incelenmektedir ve MS riskini
giiclii bir sekilde etkilemektedir. Bireylerin cocukluk ve yetiskinlik donemlerinde
maruz kaldiklari, bulunduklar1 cografyayla ve yasam tarziyla maruziyet derecesi
degisen cevresel etkenler, adaptif ve dogal bagisiklig1 etkileyebilir. Cevresel
faktorlerin roliiniin daha iyi anlagilmasi, 6zellikle MS’li bireylerin akrabalar1 gibi daha
yiiksek risk altindaki kisiler i¢in hastaligin seyrinin degistirilebilmesine hatta
hastaligin ortaya ¢ikisinin 6nlenebilmesine olanak saglayabilir (Alfredsson & Olsson,
2019; Ghasemi vd., 2016; Olsson vd., 2016).



Farkli epidemiyolojik ¢alismalarda enlem etkisinin MS hastaliginda ayirici bir rolii
oldugu goriilmistir (Becklund vd., 2010; Rana vd., 2011). Enlem etkisinin altinda
yatan faktor giines 1s1g1 maruziyeti ve D vitamini diizeyi ile agiklanabilir. D
vitamininin aktif metabolitine doniistiiriilmesi UVB’ye baghdir. Artan enlemlerde
azalan giines 1s1n1 agis1, absorbe edilen UVB’nin miktarini ve kalitesini dnemli 6l¢iide
etkilemektedir. Azalan UVB maruziyeti artan MS riski ve hastalik aktivitesiyle
iliskilendirilmistir (Filippi vd., 2018). Her ne kadar UVB maruziyetinin etkilerini D
vitamininin etkilerinden ayirt etmek zor olsa da MS'in hayvan modeli olan deneysel
otoimmiin ensefalomiyelit (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis — EAE) ile
gerceklestirilen ¢alismalarda UVB maruziyetinin D vitamininden bagimsiz olarak
noroenflamasyona kars1 koruma sagladigi ve diizenleyici T hiicre (Treg) aktivasyonu
ile enflamasyonu azalttig1 gosterilmistir (Becklund vd., 2010; Rana vd., 2011). D
vitamininin aktif formunun immiin sistem hiicrelerinin farklilagmasi ve immiin
yanitlarin diizenlenmesinde aktif olarak rol aldiginin bilinmesi ve yetiskin MS
hastalarinin D vitamini seviyelerinin kontrol grubuna gére daha diisiik olmasi diisiik
D vitamini seviyesinin bir risk faktorii oldugunu desteklemektedir (Filippi vd., 2018;
Sintzel vd., 2018; Yadav vd., 2015).

Zararh etkileri bircok hastaligin gelisiminde rol oynayan sigara kullaniminin MS
gelistirme riskini yaklagik 1.6 kat artirdig1 gésterilmistir (Handel vd., 2011). Sigaranin
diizenli ve yiiksek dozda kullanimi artan MS riskiyle beraber, MS’e bagli engelliligin
ilerlemesiyle de iliskilidir (Filippi vd., 2018). Sigara dumaninda bulunan nitrik oksitin
patolojik konsantrasyonlarda mitokondriyal hasar ile aksonal dejenerasyona ve
demiyelinizasyona neden oldugu bilinmektedir. Nitrik oksit gibi toksik bir gaz olan
karbonmonoksitin de miyelin bazik protein (Myelin basic protein — MBP)
bozunmasina ve aksonal hasara yol acgarak demiyelinizasyonla sonuglanan
enflamasyona sebep oldugu bilinmektedir (Ghasemi vd., 2016). Olusturdugu hasarin
yani sira MS tedavisinde kullanilan ajanlara karsi nétralize edici antikor gelisimi
riskini artirmasi da sigara kullaniminin MS’te 6nde gelen risk faktorleri arasinda
goriilmesine neden olmaktadir (Alfredsson & Olsson, 2019). Diger risk faktorlerinden
farkli olarak her yasta sigara kullaniminin yayginligi, sigara kullaniminin yasam boyu
bir risk faktorii olarak degerlendirilmesine sebep olmaktadir; fakat sigara da D

vitamini gibi hastaligin etiyolojisini tek basina agiklayamamaktadir (Filippi vd., 2018).



Ergenlik ve daha sonrasinda klinik olarak obezite teshisi almis olmanin da MS riskini
artirdigin1 gosteren calismalar mevcuttur (Hedstrom vd., 2016; Munger vd., 2013;
Schreiner & Genes, 2021). Ozellikle kadinlarda ergenlik donemi obezitesinin MS
riskini artirdig1 goriilmistiir (Munger vd., 2013). Ayrica cinsiyetten bagimsiz olarak
ergenlik donemi obezitesinin, ¢ocukluk dénemi obezitesine gore yetiskin MS riski
gelistirmede daha kritik oldugu gosterilmistir (Hedstrom vd., 2016). MS icin 6nde
gelen risk faktorlerinden biri olan obezitenin, 2000’lerden sonra kiiresel bir hastalik
halini almis olmasi, epidemiyolojik olarak diinya ¢apinda kadinlar arasinda artan MS
yayginliginin da 6nemli agiklayicilarindan biri olarak goriilmesine neden olmustur
(Olsson vd., 2016). Aslinda obezite ve MS arasinda bir iliski kurulabilmis olsa da
obezitenin neden oldugu bu durumun altinda yatan mekanizma net bir sekilde bugiin
hala ortaya konulamamistir. Artan yag dokusunun diisiik dereceli enflamasyonla
karakterize olusu, obezite varliginda leptin hormonu diizeylerindeki artig, D vitamini
biyoyararlaniminin ve EBV’ye kars1 olusan bagisiklik tepkisinin azalmasi gibi teoriler
sunulsa da obezite ve MS arasindaki patofizyolojik iliskilerin daha fazla arastirilmasi
gereken yonleri bulunmaktadir (Alfredsson & Olsson, 2019; Schreiner & Genes,
2021).

Bir¢ok enfeksiyoz ajanin MS gelistirme riski {izerinde etkisi oldugu disiiniilse de
literatiirde kendisine en ¢ok yer bulan EBV’nin nedensel rolii halen arastirilmaya
devam etmektedir (Alfredsson & Olsson, 2019). 2010 yilinda Handel ve arkadaglarinin
gerceklestirdigi calismada klinik olarak EBV enfeksiyonu geciren kisilerde MS
hastalig1 riskinin iki kattan daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Handel vd., 2010).
MS’li bireylerin EBV niikleer antijen-1’e kars1 daha yiiksek antikor seviyelerine sahip
olmast ve MSS lenfodemlerinde EBV ile iliskili RNA’larin tespiti, viriisiin MSS’de
otoimmiin bir tepkiye veya ikincil bir bagisiklik yanitina neden oldugunu
diistindiirmektedir (Olsson vd., 2016). In vivo olarak MS’in bir hayvan modeli olan
EAE’li farelerde gerceklestirilen bir ¢alismada EBV enfeksiyonu ile MS arasinda
patolojik bir baglanti oldugu ve EBV niikleer antijen 1 asilamasinin farelerde hastalig
siddetlendirdigi gosterilmistir (Lanz vd., 2022). Ayrica, 1993 yilinda baslatilan 20
yillik bir boylamsal ¢alismanin sonucunda, EBV enfeksiyonun MS riskini 32 kat
artirdigi ve EBV’nin MS’in 6nde gelen nedenlerinden bir tanesi oldugu ortaya

¢ikartilmistir (Bjornevik vd., 2022).



1.1.2.2 Genetik faktorler

Aile i¢inde genler arasinda benzerlik orani yiiksektir ve MS’li bireylerin ailelerinde
akrabalik derecesi arttikca MS goriilme siklig1r artmaktadir. Bu da MS gelisiminde
genetik yatkinligin ve genetik faktorlerin 6nemli bir rolii oldugunun gostergesidir.
Ornegin, iiiincii derece akrabalarda risk %]1’in altindayken, bu oran kardeslerde %3,
¢ift yumurta ikizlerinde %6’dir. Oyle ki MS hastas1 bir bireyin tek yumurta ikizinde
MS goriilme riski %35 gibi bir hayli yiiksek bir orana sahiptir (Filippi vd., 2018;
Ghasemi vd., 2016; Thompson vd., 2018). MS’in kalitiminda birgok genin rolii oldugu
diistiniilmektedir. Genom c¢apinda iligkili genlerin incelendigi calismalarda 200’lin
tizerinde gen varyantinin hastalik riski tizerinde etkisi oldugu ortaya konulmustur. Bu
gen varyantlarinin bireylerde farkli kombinasyonlarinin bulunmasi genetik yatkinliga
farkl1 oranlarda katki saglamaktadir. Ortaya konulan bu varyantlarin birgogu
bagisiklik sisteminde yer alan molekiilleri kodlamakta olup, bagisiklik yanitinin
diizenlenmesinde goriilen bozukluklarla iliskilidir (Filippi vd., 2018). Cogu otoimmiin
hastalikta rolii olan, 6. kromozomun insan l6kosit antijen (Human Leukocyte Antigen
— HLA) gen bolgesi en yiiksek MS riskiyle iligkilendirilmistir. HLA lokusu iizerinde
bulunan alel farkliliginin MS’e yatkinligin %20-30’unu olusturdugu diisiiniilmektedir
(Ghasemi vd., 2016). HLA-DRB1*15:01 aleli tasiyicilarinin MS riskinin, tasiyici
olmayanlara gore 3 kat, homozigot bireylerde ise 6 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir
(Dobson & Giovannoni, 2019; Thompson vd., 2018). HLA lokusu ile iligkili olmayan,
T hiicre aktivasyonu ve proliferasyonunda ve bagisiklik yanitinin olusturulmasinda
gorev alan interlokin-2 (IL-2) ve IL-7 reseptor alfa genleri de MS’e yatkinlikta rolii

olan gen bolgeleri olarak tanimlanmistir (Patsopoulos, 2018).

Belirli gen bolgeleri MS ile iligkilendirilse de hem etki mekanizmalarit hem de ¢evresel
faktorlerle olan etkilesimlerinin hastaligin erken donemlerinde MSS gelisiminde nasil
bir rol oynadigi kesin olarak agiklanamamustir. Genetik yatkinliga ve hastaligin seyrine
olan etkilerinin anlasilabilmesi ve MS’in tedavi ve takibinin kisisellestirilebilmesi i¢in
bireysel farkliliklarin degerlendirilmesine olan gereklilik, gelecek ¢aligmalara olan

ihtiyacin agiklayicisi niteligindedir (Filippi vd., 2018; Thompson vd., 2018).



1.1.3 Multipl Sklerozun patolojisi ve immiinopatogenezi

MS’in 6zgiin patolojik tanimi, beyinde, beyin sapinda ve omurilikte olmak tizere, tim
MSS’de izlenebilen, demiyelinizasyon ve enflamasyonla karakterize, plak benzeri
lezyonlarin goriilmesidir (Dobson & Giovannoni, 2019; Filippi vd., 2018). Klinikte bu
lezyonlarin mekanda ve zamanda yayiliminin tespiti manyetik rezonans goriintiileme
(MRG) gibi modern tekniklerle miimkiin olsa da beyaz ve gri maddede patolojik olarak
sertlesmeye ve yara goriiniimiine sebep olan plaklarin tiim MSS’ye yayildig1 yaklasik
150 yildir bilinmektedir (Reich vd., 2018).

MS lezyonlari hastaligin erken evrelerinde heterojen bir goriintii olusturmaktadir. En
kolay beyaz cevherde goriilebilen demiyelinizan lezyonlar, 6zellikle MS siiphesi
uyandiran KiS’li ve RRMS’li hastalarda aksonlarm korundugu, makrofajlari ve
lenfositleri igeren, oligodendrosit hasarinin goriildiigii aktif lezyonlardir. MRG’den ve
patolojik incelemelerden elde edilen kanitlar bu plaklarin aylar boyunca gelistigini ve
aktif kaldigim1 gostermektedir. Hastaligin daha progresif seyre sahip tiplerinde ise
enflamasyon sikliginin azalmasi nedeniyle aktif plaklar daha az goriilmektedir. Bu
hastalarin beyaz cevherlerinde keskin sinirlart olan, aktif lezyonlardan daha diisiik
lenfosit yogunluguna sahip aktif olmayan plaklar daha sik goriilmektedir.
Demiyelinizan plaklar ayni zamanda gri cevherde de goriilebilir. Genellikle beyincikte
ve korteksteki demiyelinizasyonla karakterize gri madde lezyonlar1 beyaz madde
lezyonlarina gore daha az enflamatuardir. Buna ek olarak omurilikte, beyne gore gri
madde lezyonlar1 beyaz madde lezyonlarindan daha yaygindir. Bu durumun beyin
omurilik sivisinda (BOS) bulunan ve demiyelinazsyonu tesvik eden proenflamatuar
faktorlerin varligindan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Lezyonlarin yerlesim yeri ve
miktar1 sinaps ve ndron yogunlugunu etkilemekte, hastaligin tanisinda ve takibinde

onem arz etmektedir (Filippi vd., 2018; Reich vd., 2018).

Demiyelinizasyondan kaynakli plaklarin varligi gibi remiyelinizasyon ile karakterize
golge plaklar da MS’te goriilebilmektedir. Remiyelinizasyon, Ozellikle ataklarla
seyreden RRMS formu i¢in atak donemlerinden sonra goriilen klinik bir iyilesme
mekanizmasi olarak tanimlanmistir. Remiyelinizan golge plaklar ince miyelin kiliflar,
uzamamis aksonlar igerir ve ¢evresinden keskin bir sinirla izoledir. Hastanin yasi,
hastalik siiresi, oligodendrosit onciil hiicrelerin (Oligodendrocyte progenitor cell —

OPC) wvarligi, demiyelinizasyonun boyutu ve MS’in klinik alt tipleri
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remiyelinizasyonda bireyler arasi farkliligin goriilmesinin temel sebepleridir. MS’in
erken asamalarinda ve genellikle geng bireylerde goriilen remiyelinizasyon, progresif

hastalik seyrine sahip hastalarda neredeyse hi¢ yoktur (Filippi vd., 2018).

MS’te goriilen tiim bu patolojik degisikliklere neden olan mekanizmalarin anlagilmasi
icin yapilmis bircok ¢alisma mevcuttur ancak MS gelisiminin nasil bagladigina ve
otoimmiin yanitlarla néroenflamasyonun arasindaki iliskiye dair farkli yorumlar
bulunmaktadir. Noroenflamasyonun nérodejenerasyona yanit olarak goriildiigiinii 6ne
siiren gorlsler bugiin hala arastirilmakta olsa da MS hastaliginda néroenflamatuar
yanitlarin otoimmiin siire¢lerin sonucunda ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Yadav vd.,
2015). MS patogenezinin ayirt edici bir 6zelligi olan enflamasyon, hastaligin erken
asamalarindan itibaren tiim evrelerinde ve tiim klinik alt tiplerinde demiyelinizasyon
ve norodejenerasyon ile iligkilidir. Néroenflamasyon T hiicrelerinin, B hiicrelerinin ve

miyeloid hiicrelerin MSS’ye girisiyle iliskilendirilmektedir (Reich vd., 2018).

MS’te goriilen birincil otoimmiin yanitin ilk olarak T hiicrelerinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ozellikle otoreaktif CD4+ T yardimc: lenfositlerinin tip-1 (Th1) ve
tip-17 (Th17) alt gruplarinin, dolasimda aktiflestikten sonra kan-beyin bariyerinin
(KBB), subaraknoid boslugun ve BOS iiretiminde gorevli koroid pleksusun kan
damarlar1 araciligryla MSS’ye giris yaptig1 ve burada miyelin kilif yikimina katkida
bulunan interferon-gama (IFN-vy) ve IL-17 gibi proenflamatuar sitokinlerin salinimini
uyararak mikroglialarin, makrofajlarin ve CD8+ T hiicrelerinin MSS’ye girisini tesvik
ettigi bilinmektedir (Filippi vd., 2018) (Sekil 1.4). CD8+ sitotoksik T hiicreleri de
MSS’de miyelin kilif iiretiminden sorumlu olan oligodendrositlerin dldiiriilmesinde
rol oynamaktadir (Goverman, 2009). Birincil otoimmiin yanit1 baglatan ve dogrudan
ndronal hasara yol agan bu T hiicrelerinin periferde aktivasyonlarinin nedeni miyelin
epitopu ile reaksiyon verebilecek antijen igeren mikrobiyal ajanlar ya da kendi miyelin
antijenlerinin CD4+ T lenfositlere sunulmasi olarak gdriinmektedir. immiin yanitin
baskilanmasinda gorev alan Treg hiicrelerinin islevinde meydana gelen yetersizlikler
ve MSS’ye 6zgii T lenfositlerin Treg aracili diizenlemeye kars1 direngli olmast gibi
immiin diizenlemeler de periferdeki anormal T hiicre aktivasyonun potansiyel

nedenleri olarak diistiniilmektedir (Filippi vd., 2018).

MS’in immiinopatogenezinde B hiicreleri de dnemli bir rol oynamaktadir. Baglarda
sadece T hiicrelerine antijen sunumuyla T hiicre aktivasyonuna yol acarak hastaligin
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patogenezinde rol aldiklar diisiliniilse de MS’li hastalarin BOS’larinda oligoklonal
bantlarin (OKB) ve MSS’deki aktif lezyonlarinda CD20+ B hiicrelerinin bulunmast,
B lenfositlerin de hastalikla dogrudan iliskili oldugunu gostermistir. Miyeline 6zgii B
hiicreler MSS’ye girdikten sonra miyelin kiliflar1 hedef alan antikorlar iireterek ve
immiinoglobulin G (IgG) birikimine neden olarak MS lezyonlarinin olusumuna
katkida bulunabilmektedir (Goverman, 2009; Yadav vd., 2015). T ve B lenfositler,
makrofajlar ve mikroglialar gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin, proenflamatuar
sitokinler tarafindan MSS’ye cagirilmasi; periferde bir sekilde aktiflestikten ve KBB
asildiktan sonra olusan otoimmiin yanmit, MS hastalarinda kronikleserek
demiyelinizasyona ve norodejenereasyona yol agmaktadir (Filippi vd., 2018).
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Sekil 1.4: MS immiinopatogenezinin temsili bir 6zeti (Dendrou vd., 2015).

MS’in heterojen ve c¢ok karmasik immiinopatogenezini anlamak i¢in, bireysel

farkliliklarin ve ¢evresel faktorlerin bagisiklik toleransi {izerindeki etkilerinin,

otoreaktif bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunun ve bagisiklik yanitlar1 aracili

enflamasyonun tam olarak aydinlatilmasi gerekmektedir. Bu sayede MS’li bireyler

icin gelismis terapotik tedaviler olusturmak da miimkiin olacaktir (Yadav vd., 2015).
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1.1.4 Multipl Sklerozun tanisi ve klinik tipleri

1.1.4.1 Multipl Sklerozun tanisi

MS tanisi, hastaligin spesifik klinik bir 6zelliginin ve yeterli diizeyde tanisal testinin
olmamas1 sebebiyle zor olmaktadir. Hastalarin sahip oldugu o6zelliklerin farkli
norolojik rahatsizlig1 bulunan hastalarla benzerlik gostermesi de tanida ayirici olmay1
zorlagtirmaktadir. Bu yiizden MS igin kesin bir tan1 yontemi bulunmamakla beraber
temel ama¢ MSS’de yayilim gosteren lezyonlarin hem zamansal hem de mekansal
olarak belirlenmesine ve benzer ozelliklerin goriildiigli diger norolojik hastaliklarin
Klinik ve laboratuvar yontemleriyle dislanmasina dayanmaktadir. Bu yiizden bir dizi
standardize edilmis tani kriterinin olugturulmasi zorunlu hale gelmistir. Yillardan beri
gelisen bilim ve teknikle ayirici tani kriterleri olusturmaya yonelik calismalar
gerceklestirilmistir. ilk olarak, 1965 yilinda Schumacher ve arkadaslari gelecekteki
tiim tan1 kriterlerine onciililk edecek ve hepsinin temelini olusturacak kesin MS tani
kriterlerini belirlemislerdir (Schumacher vd., 1965). Temel olarak hastaligin
MSS’deki zamansal ve mekansal yayiliminin gdsterilmesine dayanan Schumacher tani
kriterleri laboratuvar verilerinin de tanida kullanilmasiyla birlikte yerini 1983 yilinda
Poser tarafindan belirlenen kriterlere birakmistir. Poser, klinik ve laboratuvar destekli
olmak tizere 4 farkli kesin ve olast MS tami kategorisi tanimlamistir. Hastalarin
BOS’larinda bulunan OKB’lerin varlig1 temel laboratuvar kaniti, MR goériintiileri ise
para-klinik kanit olarak kabul edilmistir (Poser vd., 1983). 2001 yilinda McDonald
tan1 kriterleri gelistirilmis ve yayimlanmistir. Onceki tani kriterlerinden farkli olarak,
MRG’ye verilen 6nem artirilmis, gorsel uyarilmis potansiyeller 6n plana ¢ikarilmas,
progresif MS tan1 kriterleri de belirlenmis ve BOS’ta IgG indeks yiiksekligi de taniy1
destekleyici kriter olarak belirlenmistir. Bu degisiklikler ve yenilikler sayesinde ilk
atakta bile MS tanisinin konulmas1 miimkiin olmustur. 2005 ve ardindan 2010 yilinda
yenilenen kriterlerin temel 6zellikleri ve 6zgiilliigii korunmus, MRG ve BOS ile ilgili
olan ozellikler sadelestirilerek klinik kullanimi basitlestirilmeye g¢alisilmistir. Son
olarak 2017 yilinda yenilenen kriterler (Cizelge 1.1) Onceki prensipleri koruyarak
genisletilmistir ve 2017 Revize McDonald kriterleri adi ile bilinmektedir. Bu
revizyonla birlikte hastalik gecmisi de goz 6nilinde bulundurularak hastaligin klinik
seyrinin tayin edilebilmesi ve periyodik olarak degerlendirme yapilabilmesi miimkiin
olmustur (Efendi & Yandim Kusgu, 2018).
12



Cizelge 1.1: MS tanisi i¢in belirlenen 2017 Revize McDonald kriterleri.

é‘;\l tyall; Lse;;/l(s):] Tam i¢in Gerekli Tlave Veri
>2 >2 Yok?
1 ve baska
bir
>2 alandaki Yok®
lezyona ait
net atak®
- 1 MSS’de farkli lezyonla iliskili yeni atak veya MRG® ile
- mekanda yayilim gortilmesi
1 o) Ek bir klinik atak veya MRGY ile zamanda yayilim
- goriilmesi veya BOS’a 6zgii OKB® varlig1.
MSS’de farkli bir mekandaki lezyonla iliskili yeni atak
1 1 veya MRG®de mekanda yayilim goriilmesi ve ek bir
klinik atak veya MRG%de zamanda yayilim gériilmesi
veya BOS’a 6zgii OKB® varligi.
1 yil klinik Asagidaki kriterlerden en az 2 tanesi;
Sinsi progresyon 1. MS’e ozgii (periventrikiiler, Kkortikal/jukstakortikal
flefBme (ataktan | Veya infratentoryal) alanlarda >1 lezyon
bagimsiz) 2. Omurilikte >2 lezyon
3. BOS’ta OKB varlig

% Beyin MRG’si mekinda ve zamanda yayilimin goriilmesi igin tiim hastalara

uygulanmalidir. Ek bir teste gerek yoktur. Atipik dzellikleri olan, tipik KIS olmayan, tanry:
destekleyecek yetersiz MRG ve klinik bulgusu olan hastalarda omurilik MRG’si ve BOS
analizi yapilmalidir. Ek testler yapilmadiysa veya testlerin sonuglart MS’i isaret etmiyorsa
alternatif tanilar degerlendirilmelidir.

b Atak oykiisiinde yansiz ve objektif ndrolojik bulgulara dayandirilarak konulan tam en
giivenilir tanidir. Eger hasta Oykiisiindeki ataga ait raporlamis bir norolojik bulgu yoksa
hasta Oykiisiindeki atakta enflamatuar ve demiyelinizan bir olaya ait klinik geligsim
Ozellikleri ve semptomlar aranmalidir. Fakat hastanin klinik geg¢misindeki ataklar
degerlendirilirken en az bir atak dykiisii objektif klinik bulgularla desteklenmelidir.

 MRG’de mekadnda yayilimin goriilmesi; MS’e  Ozgli  (periventrikiiler,
kortikal/jukstakortikal, infratentoryal veya omurilik) alanlarin >2’sinde >1 lezyon
bulunmasi anlamina gelir.

d: MRG’de zamanda yayilimin gériilmesi; hastalik seyri igerisinde herhangi bir zamanda
cekilen MRG’de kontrast tutan ve tutmayan lezyonlarin bir arada goriintiilenmesi veya ilk
MRG’den sonra ¢ekilen takip MRG’sinde ilk MRG referans olarak alindiginda en az bir
yeni lezyonun tespiti anlamina gelir.

¢ BOS’ta OKB varligi zamanda yayilimi gostermez ama tanida zamanda yayilimin bir
gostergesi olarak degerlendirmeye alinir.

13




Gilinlimiizde tanida 2017 Revize McDonald kriterleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu kriterler MS’te hizli teshis i¢in gelistirilmis ve bu amaca hizmet etmektedir.
Klinikte IgG indeksinin MS’i diisiindiiren ilk bulgulara sahip hastalarda kontrol
edilmesi ve OKB’lerin saptanmasi MS tanisini hizlandirmaktadir. Bu sayede ¢ok daha
erken donemde hastalar tedaviye baglamakta ve progresif MS tani kriterleriyle birlikte
hastalik  gecmisinin  gozlemlenebilmesi sayesinde klinik tayinleri hizlica
yapilabilmektedir. MRG’deki gelismelerin onciiliik ettigi revizyonlarla gliniimiizdeki
halini alan tani kriterleri, MS’te biyobelirte¢ kesif arastirmalariyla da gelecekte yeni

revizyonlarla giincelligini saglayacak ve kesinligini artiracaktir (Thompson vd., 2018).

1.1.4.2 Multipl sklerozun klinik tipleri

MS’in farkli hastalik seyrine sahip cesitli klinik alt tipleri tanimlanmistir. Bu alt
tiplerin tanimlanmasi hastali§in prognozunu ve progresyonunu anlamak ve hastalara
uygun tedavi stratejileri gelistirmek icin Onemlidir. Yapilan siniflandirmada MS
hastaliginin fenotipi hastalik aktivitesine ve hastalifin progresyonuna bagli olarak

belirlenmektedir (Sekil 1.5) (Efendi & Yandim Kuscu, 2018; Lublin vd., 2014).

MS’in baslangig evresi olarak goriilen KIS tek bir norolojik atak oykiisii igeren
demiyelinizan enflamatuar olayin klinik bulgularla desteklendigi nérolojik tablodur.
KiS’li hastalarda heniiz zamanda ve mekanda yayilim gdstermeyen enflamatuar
demiyelinizan ozellikler tespit edilebilir (Lublin vd., 2014). Hastalar optik néropati ve
beyin sap1 sendromlar1 gibi klinik bulgulara sahipken MRG’de semptomatik ya da
asemptomatik lezyonlar izlenebilmektedir (Efendi & Yandim Kuscu, 2018). Bu
siiftaki hastalar ilerleyen zamanlarda MS gelistirme risklerinin olmasi nedeniyle
takip edilir ve hastalarin MR parametreleri diizenli araliklarla kontrol edilir. MRG’de
yeni plak olusumu ve BOS’a 6zgii OKB gdsteren hastalarda MS gelistirme riski daha
yiiksektir. KIS’li hastalarin kesin MS tanis1 alma oranlari literatiirde farklilik
gostermektedir. Bu yiizden arastirmacilar KiS’ten kesin MS’e gecisi tahmin
edebilecek biyobelirtegleri ve MRG bulgularini arastirmaktadir (Canto vd., 2015;
Kalincik vd., 2012; Kuhle vd., 2007). MSS’deki miyelin kiliflarin bilesenleri olan
miyelin oligodendrosit glikoproteinin ve MBP’nin dolasimdaki antikorlarmin, KiS'li
hastalarda kesin MS gelisme riskiyle iligkili olmadig goriilmistiir (Kuhle vd., 2007).
Bununla birlikte KIiS’li hastalarin BOS’larindaki kitinaz 3-benzeri 1 protein
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seviyelerinin MS ve MS kaynakli engellilik gelistirme riskiyle iligkili oldugu
gdsterilmistir (Canto vd., 2015). MRG parametrelerinin de KIS ten kesin MS’e gegisi
tahmin etmeye yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir. 2 y1l i¢erisinde kesin MS tanisi
alan KiS’li hastalarin korpus kallozum alanlarindaki azalmanin, kontrast tutan lezyon
sayilarinin ve norolojik fonksiyon bozuklugunun MS gelistirmeyen hastalara gore

daha fazla oldugu gosterilmistir (Kalincik vd., 2012).

Klinik Izole Sendrom (KIS) Relapsing Remitting MS (RRMS)

Engellilik
Engellilik

Nt

Zaman Zaman
O Aktif degil, ilerlemez @ MR aktiviteli atak donemi
@ MR aktiviteli, ilerleyici @ Ilerleme olmayan aktif donem
Atak veya MR aktivitesi Atak sonrasi tama yakin iyilesme
@ stabil donem
Primer Progresif MS (PPMS) Sekonder Progresif MS (SPMS)
= =
T T
20 20
= =
Zaman Zaman
@ Aktif ilerleme donemi @ RRMS donemi
@ stabil donem @ Aktif ilerleme donemi
@ Aktif olmayan ilerleme donemi @ Ilerleme olmayan aktif donem
@ ilerleme olmayan aktif donem @ Aktif olmayan ilerleme donemi
@ sStabil donem

Sekil 1.5: MS’1in klinik alt tipleri ve zaman igerisinde hastalik aktivitesinin
engellilige olan etkisinin temsili gosterimi (Lublin vd., 2014).

Ataklar ve ardindan tam veya tama yakin iyilesme donemlerinin gozlemlendigi
RRMS, kesin MS tanist almis hastalarin neredeyse %85’inin klinik alt tipini
olusturmaktadir (Sekil 1.5). Klinikte en yaygin goriilen bu fenotipte enflamatuar ve
demiyelinizan nedenlerden kaynakli, en az 24 saat siiren yeni norolojik bulgularin
belirlendigi veya var olan onceki hastalik bulgularinin arttig1 kotiilesme donemi “atak
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donemi” olarak tanimlanir. Kalic1 ndrolojik engellilige de neden olabilen bu atak
donemlerinden sonra hastalarda tama yakin veya kismi diizelmelerin gorildigi
iyilesme donemleri gbzlenir (Efendi & Yandim Kusgu, 2018). RRMS formu biriken
norolojik kusurlarla birlikte SPMS’e doniisebilir. Hastalik siiresi uzadikga RRMS’ten
SPMS’e gecis oran1 artmaktadir. Tedavinin yanlis uygulanmasi, hastanin tedaviyi
yonetmede Dbireysel yetersizligi ve tedaviye yamtsizik SPMS’e gecisi
hizlandirmaktadir (Gross & Watson, 2017).

SPMS, baslangicta RRMS tanis1 alan hastalarda, hastaligin ilerleyen dénemlerde
ataklardan bagimsiz olarak kademeli bir sekilde kotiilestigi, ndrolojik engelliligin
biriktigi ve iyilesme donemlerinin goriilmedigi klinik alt form olarak tanimlanmistir
(Sekil 1.5). ik atagindan sonra 15 y1l igerisinde RRMS hastalarmin %25-40’1 bu faza
geemektedir. Glinlimiizde RRMS’in SPMS’e doniistligli gegis noktasinin tespitinde
kullanilan net bir patolojik, immiinolojik veya MRG kriteri bulunmamaktadir (Lublin
vd., 2014).

PPMS hastalarinda ise ataklardan ve iyilesme donemlerinden bagimsiz olarak,
engellilik diizeyi ve fonksiyon bozuklugu kademeli olarak koétiilesmektedir (Sekil 1.5).
PPMS diger formlardan farkli olarak daha ileri yaslarda teshis edilmektedir ve tiim MS
Klinik alt tiplerinin yaklasik olarak %10-15’ini olusturmaktadir (Lublin vd., 2014;
Thompson vd., 2018). MS’in kétiilesen bir formu olan PPMS fenotipine sahip
hastalarda hastaligin tekdiize bir sekilde siirekli ilerleme gostermemesi ve belirli
zaman dilimleri boyunca stabil kalabilmesinden dolay1 klinik dykiiye ve degisimin
nesnel dlglimlerine bakilarak yillik olarak ilerlemenin tespit edilmesi gerekmektedir.

PPMS’li hastalarda hastalik ilerlemesi dort farkli donemde seyredebilir:

Aktif, ilerleyen donem

[lerleme olmayan aktif dénem

Aktif olmayan, ilerleyen donem

Aktif olmayan, ilerleme olmayan donem (Stabil donem)

[lerlemenin takip edildigi bu dért donemde hastaligin aktifligi akut ataklar ve MRG’de
yeni lezyonlarim varligi ile belirlenirken progresyon yani ilerleme klinik

degerlendirmeyle dl¢iilmektedir (Efendi & Yandim Kuscu, 2018; Lublin vd., 2014).
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1.1.5 Multipl Sklerozda fiziksel engelliligin degerlendirilmesi

MS’te klinik alt tipinden bagimsiz demiyelinizasyona ve ndrodejenerasyona bagl
olarak biriken bir fiziksel engellilik durumu goriilmektedir. Klinikte hastalarin fiziksel
engelliliginin 6l¢iilmesinde genisletilmis engellilik durum 6l¢cegi (Expanded disability
severity score — EDSS) kullanilmaktadir (Sekil 1.6). EDSS, MS’in her klinik
fenotipinde kullanilabilmektedir (Demir, 2022).

1955 yilinda Kurtzke, engellilik durum 6l¢eginin (Disability status scale — DSS) MS
hastalarinda fiziksel engelliligin olgiilmesinde kullanilabilecegini Onermistir. DSS
6lceginde skorlamanin gerceklestirilebilmesi i¢cin daha sonra fonksiyonel sistem adini
alan sekiz farkli fonksiyonel grup belirlenmistir (Kurtzke, 1955). Fonksiyonel
sistemler birbirini kapsamamaktadir ve her fonksiyonel sistem zaman i¢inde sadece
kendisiyle karsilastirilabilmektedir. Bunun yani sira bu sistemler MS’de goriilen
lezyonlarla iliskilendirilebilecek tiim kusurlar1 da icermektedirler. DSS’nin bazi
durumlarda, orta diizeyde duyarsiz oldugunun diisiiniilmesiyle birlikte genisletilmis

DSS’ye yani EDSS’ye gecis yapilmistir (Kurtzke, 1983).
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Sekil 1.6: EDSS skorlarinin derecelendirmesi ve hastalarin engellilik
durumlar (Kurtzke, 1983).
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EDSS skoru hesaplanirken hastalarin piramidal, serebellar, beyin sapi, duyusal,
bagirsak ve mesane fonksiyonlari, gorsel, zihinsel ve mobilizasyon durumlar
degerlendirilir. Kiimiilatif olarak EDSS 6l¢egi yarim puanlik farklar ile MS kaynakli
engelliligi 6lgeklendirir. EDSS=0 degeri herhangi bir engelliligin bulunmadig1 normal
bir ndrolojik muayenenin 6l¢iitiiyken, EDSS=10 degeri ise MS’e bagli 6liim anlamina
gelmektedir. EDSS>4.0’dan sonra hastalarin ayaga kalkma, yardimli ve yardimsiz
yuriime ve dolasma durumlar1 degerlendirilir. EDSS=4.0 dinlenmeden ve yardim
almadan yaklasik 500 metre, EDSS=6.0 tek tarafli destekle ve dinlenmeden yaklasik
100 metre yiiriiyebilme anlamina gelmektedir. EDSS=7.0 yardimsiz 5 metre
yiirliyememe ve tekerlekli sandalye ihtiyacini, EDSS=7.5 kisinin sandalyesini kendi
kendine kullanamadigin1 yani motorize tekerlekli sandalyeye olan ihtiyaci ifade eder.
Hastalarda yataga bagimlilik, konusma ve yeme bozukluklar1 gdzlemlendiginde
EDSS>8 olarak skorlanir (Demir, 2022; Kurtzke, 1983). Islevsel alanlardan alian
skorlarin hesaplanmasi olduk¢a karmasiktir ve degerlendirme siniflari subjektif
gbozlemlere dayanmaktadir. Bu ylizden her bir sistemin dikkatli bir sekilde

notlandirilmas1 gerekmektedir.

MS hastalarinda hastaligin ciddiyetinin, ilerleyis siirecinin, ataklara bagl ve atak disi
kotiilesmelerin  gozlemlenmesi igin fiziksel engelliligin sayisal bir deger olarak
belirlenmesi hem hastalarin klinik fenotiplerinin tayininde hem de uygulanan
tedavinin yanitinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Demir, 2022). Bu nedenle

MS hastalarinin takibinde EDSS 6l¢egi klinikte sik¢a kullanilmaktadir.

1.1.6 Multipl Sklerozda tedavi

MS’in karmasik patogenezinden ve etiyolojisinin tam olarak anlagilamamis
olmasindan dolay1 hastaligin olusumunu 6nleyen ya da hastalig1 tamamen iyilestiren
bir tedavi bugiin hala mevcut degildir. MS’te uygulanan ila¢ tedavileri enflamatuar
yanitlar1 diizenleyerek hastaligin seyrini degistirmeyi, atak donemlerinin sikli§ini ve
siddetini azaltmay1 ve MS’e 6zgii hasarlardan meydana gelen norolojik semptomlari
kisa siireli iyilestirmeyi amaglamaktadir. Tedavi imkanlart MS’in klinik alt tiplerine
gore degisiklik gostermektedir ve RRMS formu i¢in daha genistir. Tedavide ataklarin
olusumunu engellemek ve hastaligin seyrini degistirmek i¢in hastalig1 diizenleyici

tedaviler (Disease modifying therapy — DMT) grubunda yer alan immiin-modiilatér ve
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immiin-baskilayici ilaglar kullanilmaktadir. Giiniimiizde klinikte uygulanan DMT
grubu ilaclar arasinda glatiramer asetat, dimetil fumarat, IFN-f, teriflunomid ve
fingolimod yer almaktadir. Her ne kadar RRMS hastalar1 i¢in birden fazla tedavi
secenegi olsa da ilaclarin etkinligi bireyler arasinda degismekte ve tedaviye
baglanmadan ilacin etkinligi tahmin edilememektedir. Bu yiizden tedaviye baglayan
hastalarda hastalik aktivitesi belirli araliklarla degerlendirilmelidir (Dobson &
Giovannoni, 2019; Efendi & Yandim Kusgu, 2018; Filippi vd., 2018). Bu tez ¢calismasi
kapsaminda tedavi grubunu olusturan RRMS hastalarinin kullandigi immiin-

baskilayici bir ajan olan fingolimod ve etki mekanizmasi alt baglikta anlatilmigtir.

1.1.6.1 Fingolimod

Fingolimod RRMS hastalarinda hastalik tedavisinde kullanilan DMT grubu immiin-
baskilayici bir ajandir (Brinkmann vd., 2010). Yapisi ilk olarak 1995 yilinda
tanimlanan fingolimod, mantar metaboliti olan myriocinin bir tiirevidir ve yapisal
olarak hiicre zarinin yapisinda bulunan endojen sfingozine benzer (Adachi vd., 1995;
Willis & Cohen, 2013). 2010 yilinin Eyliil ayinda ABD Gida ve Ilag Dairesi (Food and
Drug Administration — FDA) tarafindan onaylanmasiyla agizdan alinan ilk DMT
grubu ila¢ olmustur (Willis & Cohen, 2013). Giiniimiizde hastalik aktivitesi teshis
aldig1 giinden itibaren yiiksek olan ve birinci basamak tedavilerden yanit alinamayan
hastalarin tedavisinde kullanilan ikinci basamak bir tedavidir (Efendi & Yandim

Kusgu, 2018).

Sfingolipidler tiim hiicrelerde hiicre zarinin yapisinda bulunan ve birgok hiicre igi
sinyal yolunda yer alan membran bilesenleridir. Sfingozinler, sfingozin kinaz enzimi
tarafindan fosforile edilir. Fosforilasyon sonucu olusan sfingozin — 1 — fosfat (S1P),
kalp ritmi, noral hiicre ¢ogalmasi, endotel gegirgenligi ve bagisiklik yanitlarinin
diizenlenmesi gibi bir¢ok hiicresel siiregte rol oynamaktadir. S1P hiicresel gorevlerini
yerine getirebilmek igin bes farkli liyesi bulunan S1P reseptor ailesi (S1P1-5)
tarafindan taninmaktadir. SIP1 reseptorleri MSS’de, bagisiklik sisteminde, T ve B
lenfositlerde yiiksek oranda eksprese edilen, baskin S1P reseptoriidiir. S1P1 alt grubu
temel olarak kan damarlarinin olusumunu ve endotel bariyerin gegirgenligini kontrol
etse de lenfositlerin lenf nodlarindan ¢ikisini ve noral hiicre ¢ogalmasini

diizenlemektedir. Normal bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde, lenf nodundaki
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lenfosit hiicreler lenf diigiimii ve viicut sivisi arasindaki S1P konsantrasyon farkina
yanit olarak dolagima geri donmekte ve enflamasyonlu bdlgeye ulagsmaya
calismaktadir (Efendi & Yandim Kuscu, 2018; Jeffery vd., 2011). MS gibi otoimmiin
hastaliklarda lenfosit hiicrelerin enflamasyonlu bolgeye ulasmasini engelleyerek
hastaliklarin semptomlarinin azaltilmasi i¢in S1P1 antagonistleri kullanilmaktadir
(Brinkmann, 2007; McGinley & Cohen, 2021). S1P1 reseptoriiniin fizyolojik olarak
eksojen ligandlar ile aktivasyonu lenfositlerin dolasima geri ddnmesinin
inhibisyonuyla sonuglanir. Bu etki RRMS’in klinik tedavisinde kullanimi onaylanan

fingolimodun gelistirilmesinde kullanilmigtir (Hanson vd., 2012).

Hiicrede sfingozin kinazlar, yapisal olarak endojen sfingozine benzeyen fingolimodu
aktif formu olan fingolimod-fosfata doniistirmektedir. Fingolimod-fosfat, S1P
reseptorlerine yiiksek bir afiniteyle baglanan, fonksiyonel bir antagonist gorevi
gormektedir. Fingolimod-fosfat lenfositlerin tlizerinde bulunan S1P1 reseptorlerine
baglanarak reseptoriin bozulmasina ve yiizey ekspresyonunun azalmasina neden olur.
Azalan reseptor ekspresyonu lenfositlerin S1P yogunluk farkina duyarsizlasmasina yol
acar ve T hiicrelerinin lenf dokularindan dolasima geri donmelerine engel olmaktadir.

Bu sekilde lenfositlerin MSS’ye girisini engellemektedir (Willis & Cohen, 2013).

Fingolimodun etkinliginin incelendigi ¢alismalara bakildiginda fingolimod ile tedavi
edilen hastalarin dolagimda CD+4 ve CD+8 T hiicrelerinin yiizdelerinin azaldig:
gosterilmistir (Mehling vd., 2008). Ayrica fingolimod KBB’yi ge¢ip MSS’ye girerek,
burada bulunan oligodendrositler, astrositler ve mikroglialar tarafindan eksprese
edilen S1P reseptorlerine baglanarak etkinlik gostermektedir. KBB’yi gectikten sonra
MSS igerisinde fosforile olan fingolimod, S1P reseptdrlerine baglandiktan sonra
remiyelinizasyonun artmasina, oligodendrositlerin apoptozunun inhibisyonuna ve
proenflamatuar sitokinlerin salgilanmasinin azalmasina neden olmaktadir (Coelho vd.,

2007; Foster vd., 2007).

1.2 mikroRNA’lar

mikroRNA’lar (miRNA), transkripsiyon sonrasi diziye 0zgii bir sekilde gen
diizenlenmesinde gorev alan, 18-24 niikleotit uzunlugunda, kii¢iik, kodlamayan RNA

dizileridir (He & Hannon, 2004). miRNA’larin ilk olarak yuvarlak solucanlarda

20



gelisimsel siireglerin diizenleyicileri olduklar1 kesfedilmistir. 1993 yilinda ipliksi
solucanda (Caenorhabditis elegans) protein kodlamayan lin-4’iin tamamlayict bir
diziye sahip oldugu lin-14 genini baskilamasiyla ilk kii¢iik RNA kesfedilmis, ardindan
hayvan ve bitki genomlarinda birgok miRNA geni oldugu ortaya ¢ikartilmistir (Lee
vd., 1993; Pasquinelli, 2012). miRNA’larin protein kodlamamalarina ragmen hedef
mRNA’ya tamamlayici olan dizileri sayesinde gen diizenlenmesinde diziye 6zgii
olarak rol aldig1 bilinmektedir. Tasidiklar1 bu ¢ekirdek dizi sayesinde hedef mRNA’ya
baglanarak neredeyse biitiin 6karyotlarda gen diizenlemesinin ana elemanlar1 olduklar1
anlasilmigtir (Pasquinelli, 2012). Protein kodlayan genlerin bircogunda miRNA
diizenlemesinin varligi, bu RNA ailesinin hedefledikleri genler, proteinler ve biyolojik
sinyal yolaklari ile hiicresel gelisim ve farklilagma, metabolizma, go¢ ve apoptoz gibi

birgok biyolojik siirece dahil olmasina neden olmaktadir (Kim vd., 2009).

Sahip olduklar1 rollerden dolayr miRNA’larin pek ¢ok hastalikla iliskisi gliniimiizde
sik¢a calisilmaktadir. miRNA’larin farkli hastaliklarda tanisal, prognostik ve terapotik
biyobelirteg olma potansiyellerinin incelenmesi, hastaliklarin patogenezlerinin
karmasikligr goz oniinde bulunduruldugunda heniiz baslangi¢ asamasindadir. Buna
ragmen bir¢ok biyoteknoloji ve ilag firmast miRNA endiistrisine biiyiik 6l¢iide kaynak
ayirmaktadir. miRNA’nin gorevini yerine dogru bir sekilde getirememesinden
kaynaklanan domino etkisiyle hastaliklarin ortaya ¢ikisi, hastalik teshisi igin
miRNA’lar1 popiiler birer biyobelirte¢ olarak karsimiza ¢ikarmaktadir. Ek olarak
miRNA ekspresyon seviyesini etkileyen patolojik siireclerin anlagilmasi ve degisen
ekspresyon seviyelerinin hastaliklarla iliskilendirilmesi sebebiyle spesifik miRNA
mimiklerinin ve antagomiR’lerin kullanilarak miRNA fonksiyon bozukluklarinin
diizeltilmesi amaglanmaktadir (Bonneau vd., 2019). miRNA tabanli terap6tik ajanlarin
gelistirilmesi i¢in klinik oncesi ve klinik aragtirmalar kanser basta olmak iizere bir¢ok
hastalikta yayginlasmistir. Farkli kanser tiirlerinin tedavisinde targomir i¢in faz 1
klinik arastirmalari tamamlanmisken, hepatit C viriis enfeksiyonu tedavisi ig¢in
miravirsen ve T hiicreli lenfoma tedavisi i¢in cobomarsen faz 2 klinik arastirmalarina
baslanan ajanlara 6rnek verilebilir. Oniimiizdeki 20 y1l icerisinde piyasaya siiriilecek
birgok terapotik ajanin miRNA bazli olacag: diisiiniilmektedir (Chakraborty vd., 2021;
Kim & Croce, 2023).
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1.2.1 mikroRNA biyogenezi

miRNA biyogenezi cekirdekte baglar. RNA polimeraz II ile genomik DNA’dan
transkribe edildikten sonra olusan sa¢ tokasi yapisindaki molekiile birincil miRNA
(pri-miRNA) ad1 verilir. pri-miRNA DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8 —
DGCR8)/Drosha enzim kompleksi tarafindan islenerek daha sonra sitoplazmaya
cikacak olan Onciil miRNA’ya (pre-miRNA) doniistiiriiliir. Yaklasik 70 niikleotit
uzunlugunda ve sag¢ tokasi yapisimi koruyan bu Onciil yapi Exportin-5 enzimi
tarafindan sitoplazmaya tasinir. Burada sa¢ tokasi yapist bir RNaz III endoniikleazi
olan Dicer enzim kompleksi tarafindan kesilir ve olgun miRNA’y1 olusturacak olan
miRNA dubleksleri elde edilir. Olusan bu dubleksin her iki kolunda da gen
diizenlenmesinde rolii olan olgun miRNA’lar bulunmaktadir. Olgun miRNA’lar ¢ift
zincirli yapilarindan ayrildiktan sonra Argonaute proteinlerine baglanarak RISC
kompleksini olustururlar. Hedef mRNA’larin genellikle 3’kodlamayan bdlge
(Untranslated region — UTR) kisimlarina baglanarak, translasyonel baskilama ve
mRNA bozunmasi ile transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesinde gorev alirlar (Sekil

1.7) (He & Hannon, 2004; Kim vd., 2009; Pasquinelli, 2012).
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Sekil 1.7: miRNA biyogenezinin temsili semas1 (Kim vd., 2009).
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1.2.2 Dolasimdaki mikroRNA’lar

miRNA'larin sadece hiicrelerde degil hiicre dis1 ortamlarda ve farkli viicut sivilarinda
da bulundugu ortaya ¢ikmistir. Dolasimdaki bu miRNA'lar hiicre dis1 ortamda oldukc¢a
kararlidir. Var olan kararliliklar1 ve dolasimdaki serbest hareketleri sayesinde, belirli
yollar ile, alic1 hiicrelere iletilebilir ve hedef genlerin diizenlenmesindeki gorevlerini
yerine getirebilirler. Tiikiirlik, periton sivisi, BOS, idrar, anne siitii ve gozyast gibi
bircok viicut sivisinda bulunabilen miRNA’lar, serum/plazmada da varlik
gostermektedir (Sohel, 2016). miRNA’lar dolasima farkli yollar ile katilsa da, hedef
bolgeye ulastiklarinda gorevlerini yerine getirmektedirler. Dolasima katilan bu
miRNAlar hiicreler arasi iletisimde yeni birer mesajci olarak goriilmektedir (C. Zhao
vd., 2019). Deneysel olarak dolasimdaki bu miRNA’lar ile ¢alismak, spesifik kan
hiicrelerinin veya vezikiillerin saflastirilmasi gibi zaman alic1 ve zorlu basamaklari
icermemektedir. Fizyolojik ve patolojik siireglerdeki rollerinin de arastirilmaya
baslanmig hatta ortaya ¢ikarilmis olmasi ve deneysel olarak arastirmacilara sundugu
avantajlar dolasimdaki miRNA’larin kandan calisilabilecek, pratik ve hizli sonug
verebilecek, hastaliklar icin potansiyel erken tespit biyobelirtecleri olarak

onerilmelerine neden olmustur (Backes vd., 2016; C. Zhao vd., 2019).

1.2.3 Multipl sklerozda mikroRNA’larin rolii

miRNA’larin organizma i¢in biiyiik 6nem tasiyan birgok biyolojik siirecte kritik bir
role sahip olmalar1 ve hiicre farklilagsmasindan apoptoza, enflamasyondan immiin
yanitin olusmasina kadar genis bir yelpazede hiicresel fonksiyonlarin ve yanitlarin
diizenlenmesinde etkili olmalari, kesfedildikleri giinden bu yana hastaliklarla
iligkilerinin sik¢a calisilmasina neden olmustur. MS’in  karmasik yapisinin
¢ozlilmesinde, klinik evrelerinin ve tedavi yanitinin aydinlatilmasinda da miRNA
fonksiyon bozukluklarinin anlasilmasinin 6nemi oldukc¢a fazladir. Sadece kan
hiicrelerinde ve MSS’de olusan lezyonlardaki miRNA’lar degil, serum/plazmada
bulunan, hiicreler arasi1 haberlesmede gorevli dolasimdaki miRNA’larin da roliiniin
arastirllmast  MS’in  patogenezinin anlasilmasina, yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine ve tedavi yanitlarinin pratik bir sekilde klinikte takip edilmesine

yardimet olacaktir (Fenoglio vd., 2012).
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Literatiire bakildiginda bugiline kadar dolasimdaki birgok miRNA’nmin MS ile
iligkisinin ¢aligildig1 goriilmektedir. Tedavi almayan MS hastalarinin serum miRNA
ekspresyon seviyeleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda, miR-145’in ekspresyon
seviyesinin MS hastalarinda kontrol grubuna goére anlamli derecede daha yiiksek
oldugu goriilmiis ve tanisal bir biyobelirte¢ olarak potansiyeli degerlendirilmistir
(Sendergaard vd., 2013). Bir baska ¢alismada ise ndron biiyiimesi, MSS’nin onarimi
ve remiyelinizasyonda rol oynayan bir protein olan néronal hiicre yapisma molekiiliinii
hedefleyen miR-572’nin dolasimdaki ekspresyon seviyesinin MS hastalarinda saglikli
kontrol grubuna gdre daha diisiik oldugu gosterilmistir. Ayrica aynt miRNA’nin
RRMS hastalarinda atak ve iyilesme donemlerinde de farklilik gésterdigi goriilmiistiir.
mMiR-572 serum ekspresyon seviyesinin klinik fenotipten bagimsiz olarak EDSS
skorlartyla korelasyon gostermesi de arastirmacilarin miR-572’nin MS i¢in ayiric1 bir
molekiil olabilecegini diisiinmesine neden olmustur (Mancuso vd., 2015). miR-15b,
miR-23a ve miR-233’iin dolasimdaki ekspresyon seviyelerinin ise MS hastalarinda
kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu goriilmistir. MS ile
iligkilendirilmis bu miRNA’larin hastaligi tanimlamada yeni bir yolun Onciisii
olabilecekleri  digiiniilmektedir (Fenoglio vd., 2013). Enflamatuar yanitin
diizenlenmesinde rolii oldugu bilinen miR-34a ve miR-125a’nin da plazma ekspresyon
seviyelerinin RRMS hastalarinda kontrollere gore daha yiiksek oldugu ancak yine
enflamasyonla iligkili oldugu bilinen miR-146a’nin dolagimdaki ekspresyon
seviyesinin kontrollere gére RRMS hastalarinda daha diisiik oldugu gosterilmistir

(Giuliani vd., 2021).

Dolagimdaki miRNA’lar hastaligin ayiricisi olabilecegi gibi MS’in klinik alt tipleri
arasinda da farklilik gdsterebilmektedir. Gandhi ve arkadaslar1 gerceklestirdikleri bir
caligmada hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorevli olan genleri hedefleyen miR-
92’nin ve nodrodejenerasyonla iligkili olan ve T lenfosit aktivasyonundan sorumlu let-
7’nin dolagimdaki ekspresyon seviyelerinin SPMS hastalarinda RRMS hastalarina
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yliksek oldugunu gostermislerdir.
Ayrica miR-92 EDSS skorlar1 ve hastalik siiresi ile de iliskili bulunmustur (Gandhi
vd., 2013). Progresif MS alt tipleri ve kontrol grubunun karsilagtirildigi bir baska
caligmada ise progresif MS tanist alan hastalarda dogustan gelen bagisiklik

yanitlarinin diizenlenmesinde rol alan miR-191-5p’nin plazma ekspresyon seviyesinin
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kontrol grubuna goére daha yiliksek oldugu gosterilmistir (Vistbakka vd., 2017).
Proenflamatuar immiin yanitin diizenlenmesinde ve noronal farklilagsmada, hiicresel
cogalmada ve apoptozda gorev alan miR-128-3p’nin ve mRNA hedef bolgelerine
dogrudan baglanarak IFN-y ekspresyonunu inhibe ettigi bilinen miR-24-3p’nin PPMS
tanis1 alan hastalarda SPMS tanili hastalara gore dolasimda daha fazla eksprese oldugu
bildirilmistir. Bu spesifik miRNA’larin  MS’in ilerleyici alt tiplerinin
immiinopatogenezinde rol oynadigi ve umut vadeden biyobelirtegler oldugu
goriilmistir (Vistbakka vd., 2017). Yine bir baska c¢alismada miR-128-5p’nin
serum/plazma ekspresyon seviyelerinin progresif MS hastalarinda RRMS hastalarina

gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Zanoni vd., 2020).

Dolagimdaki miRNA’larin ekspresyon seviyeleri MS’de uygulanan tedavi yanitlarinin
gbzlemlenebilmesi i¢in de biyobelirteg potansiyeline sahiptir. Oyle ki yapilan
caligmalara bakildiginda miR-146a-5p, miR-125a-5p ve miR-155’in dolasimdaki
ekspresyon seviyelerinin dort aylik dimetil fumarat tedavisinden sonra azaldigi
goriilmistir (Giuliani vd., 2021). Fenoglio ve arkadaslarinin gerceklestirdigi
boylamsal bir ¢alismada tedaviye baslamadan énce RRMS hastalarin dolagimdaki
miR-15b, miR-23a ve miR-223 ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gdre anlamli
derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu hastalar fingolimod tedavisine basladiktan alt1
ve dokuz ay sonra bu miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin yiikseldigi ve kontrol
grubuna yaklastig1 bildirilmistir. Bu sonuglar MS hastalarinin dolagimdaki anormal
miRNA ekspresyon seviyelerinin fingolimod tedavisi ile diizeldigini gostermistir.
Arastirmacilar serum/plazma miRNA ekspresyon seviyelerinin tedavi yanitinin
gozlemlenebilmesi igin bir biyobelirteg olabilecegini onermisleridir (Fenoglio vd.,
2016).

MS i¢in kolay erisilebilir, hastalifa 6zgii ve kandan bakilabilen biyobelirteglere olan
ihtiya¢c devam etmektedir. Literatiire bakildiginda dolasimdaki miRNA’larin MS ile
iliskisinin ¢alisildig1 ¢cok sayida arastirma goriilmekte ve bu arastirmalarin sonuglari
da gelecek c¢aligmalara 1sik tutmaktadir. Bugiin birgok arastirmaci ve firma
miRNA’larin hastaliklarin tanisinda, prognozunda ve tedavi yanitlarinin izlenmesinde
kullanilabilecek biyobelirtegler olma potansiyellerinin farkindadir (Dobson &
Giovannoni, 2019). Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-155-5p
ve hsa-miR-196a-5p’nin MS ile iligkisi degerlendirilmistir.
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1.2.3.1 hsa-miR-146a-5p

Insanlarda 5. kromozomun q kolunun 33.3 bolgesinde bulunan MIR146A geninden
sentezlenen, 22 niikleotit uzunlugundaki miR-146a-5p omurgali tiirler arasinda
olduk¢a korunmustur (Sekil 1.8). Birincil transkript olan pri-miR-146a protein
kodlayan farkli bir genin intronundan degil, kendi bagimsiz gen dizisinden sentezlenir
ve kendine ait farkli bir promotér bolgesine sahiptir. Bu promotdr bolge CCAAT-
artirict baglayici protein-beta (CCAAT-enhancer binding protein-beta— C/EBP), IFN
diizenleyici faktor 3/7 (IFN regulatory factor 3/7 — IRF3/7) ve niikleer faktér-xB (NF-
kB) i¢in baglanma bolgeleri igermektedir (lacona & Lutz, 2019).
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Sekil 1.8: MIR146A geninin lokasyonunun (A), hsa-miR-146a’nin sag tokasi

yapisinin (B) ve olgun hsa-miR-146a-5p’nin dizisinin (C) gosterimleri (lacona &

Lutz, 2019).
miRTarBase ve miRDB veri tabanlarina bakildiginda hsa-miR-146a-5p’nin
organizmada hedefledigi yiizlerce gen oldugu goriilmektedir. Tiimor nekroz faktor
(Tumor necrosis factor — TNF) reseptorii ile iligkili faktor 6 (TNF receptor associated
factor 6 — TRAF6), IL-1 reseptorti ile iliskili kinaz 1 (Interleukin 1 receptor associated
kinase 1 — IRAK1), SEC23 etkilesimli protein (SEC23 interacting protein — SEC23IP)
ve protein fosfataz 1 diizenleyici inhibitor alt birimi 11 (Protein phosphatase 1
regulatory inhibitor subunit 11 — PPP1R11) gibi genler hedef skoru ve korunmus bolge

sayisi yiiksek olan genlere 6rnek olarak verilebilir (URL-1).
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MIR146A geninin {irlinii olan miR-146a-5p, toll-benzeri reseptor (Toll-like receptor —
TLR) /NF-«B sinyal yolagmin ana negatif diizenleyicisidir (Sekil 1.9). NF-kB ise
MIR146A genini pozitif olarak diizenleyen bir transkripsiyon faktoridiir. Olgun miR-
146a-5p TLR/NF-kB yolaginin sinyal bilesenleri olan TRAF6 ve IRAK1 genlerini
inhibe ederek TLR/NF-kB sinyallesmesinin diizenlemesine negatif bir geri besleme
dongiisiiyle etki eder (lacona & Lutz, 2019; lyer vd., 2012). miR-146a-5p’nin hedefi
olan IRAK-1 TLR-miyeloid farklilasmasi birincil yamit geni 88 (Myeloid
differentiation primary response 88 — MYD88) sinyal yolunda kritik bir role sahip
onemli bir molekiildiir. IRAK-1, MyD88 ile birlestikten sonra fosforile olur ve TRAF-
6 ile bir kompleks olusturur. Olusan bu kompleks inhibitor kB (IkB)’nin
fosforilasyonuna ve bozulmasina neden olarak, NF-«B’nin aktivasyonuna ve
cekirdege gegisine yol acar. Cekirdege giren transkripsiyon faktorii NF-kB, MIR146A
ve bir¢ok enflamatuar genin transkripsiyonunu indiikleyerek enflamatuar sitokinlerin
sentezini etkiler. Aktive olmus NF-kB’nin MIR146A genindeki promotér bolgeye
baglanmasiyla ekspresyonu artan olgun miR-146a-5p, IRAK-1 ve TRAF-6’y1 inhibe
ederek TLR/NF-kB sinyal yolaginin inhibisyonuna neden olmaktadir. Artan miR-
146a-5p seviyelerinin IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi proenflamatuar sitokinlerin
seviyelerini azaltarak enflamasyonu diislirebilecegi goriilmistiir (Saba vd., 2014;
Taganov vd., 2006; Wang vd., 2019; Zhou vd., 2019). Ornegin, miR-146a-5p nin
TRAFG6 aracili NF-«B sinyal yoluyla IL-18 kaynakli kondrosit apoptozunu indiikledigi
ve kireglenme hastaliginin tedavisinde potansiyel bir hedef olabilecegi gosterilmistir
(Shao vd., 2020).

miR-146a-5p dogustan ve adaptif bagigiklik hiicrelerinin farklilasmasinda ve
yanitlarinin modiilasyonunda gorev almaktadir (Rusca & Monticelli, 2011). Farelerde
Th1 ve Th2 hiicreleri arasinda farkli seviyelerde eksprese edilmesi, miR-146a-5p’nin
bu bagisiklik sistemi hiicrelerinin  olgunlagmasinda rol oynayabilecegini
diistindiirtmiistiir (Monticelli vd., 2005). Insanlarda antijen ile heniiz etkilesime
girmemis T hiicrelerinde diislik seviyede eksprese edilen miR-146a-5p’nin, hafiza T
hiicrelerinde yiiksek seviyede eksprese edildigi goriilmiistiir. insan T hiicrelerinde NF-
kB aracili miR-146a-5p indiiklenmesinin IL-2 iretimini bozarak bu hiicrelerde hiicre
oliimiinii tetikledigi gosterilmistir (Curtale vd., 2010; Taganov vd., 2006). Adaptif

bagisiklik sistemi yanitlarinin diizenleyicisi olarak gérev alan ve immiin homeostaziyi
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koruyan Treg hiicreleri i¢in de miR-146a-5p yaygin olarak ifade edilen miRNA’lar
arasindadir. Diisiik miR-146a-5p seviyelerinin Treg hiicrelerinin fonksiyonlarini
kaybetmelerine, immiinolojik toleransin ve immiin homeostazinin bozulmasina yol
actig1 gosterilmistir (Lu vd., 2010). Bir baska ¢alismada, miR-146a-5p’nin epidermal
Langerhans hiicrelerinde, ¢evresel TLR ligandlarina olan aktivasyon esigini artirmak
icin interstisyel dentritik hiicrelere gore daha fazla eksprese edildigi bulunmustur
(Jurkin vd., 2010). Ek olarak, IRAK-1’in miR-146a-5p aracili inhibisyonunun,
yenidoganlarda dogustan gelen bagisiklik toleransini indiikleyerek epitelyal hasara

kars1 koruma sagladigi rapor edilmistir (Chassin vd., 2010).
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Sekil 1.9: miR-146a-5p’nin negatif geri besleme yoluyla NF-kB sinyal

yolunu diizenlemesinin temsili gosterimi (lyer vd., 2012).
Dogal ve adaptif bagisiklik yanitin dogru bir sekilde diizenlenememesi, immiin sistem
homeostazisinin bozulmasina ve sonrasinda otoimmiin hastaliklarin gelisiminde ve
ilerleyisinde 6nemli bir rol oynar. Immiin sistem hiicrelerinde farkli ekspresyon
diizeylerine sahip miR-146a-5p, bagisiklik yanitlarinin = ve  aktivitesinin
diizenlenmesinde gorev alabildigi gibi enflamasyonun ve otoimmiinitenin de énemli
bir diizenleyicisi olarak organizmada gorev yapmaktadir. miR-146a-5p’nin biyolojik
roliiniin genetigi degistirilmis farelerde incelendigi bir ¢alismada, MIR146A-/- (knock-
out) farelerin lipopolisakkarite (LPS) yanit olarak yiiksek miktarda proenflamatuar
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sitokin ve ikincil haberciler {irettigi goriilmiistiir. Ek olarak, bu farelerde kanlarinda
yiiksek miktarda otoantikor, ¢oklu organ iltihabi, dalak biiyiimesi, lenfadenopati gibi
otoimmiin bir hastalifin klasik patolojik belirtilerine bagli erken OGliimler
gozlemlenmistir. Bu bulgular sonucunda arastirmacilar, bagisiklik yanitinin diizgiin
bir sekilde sonlandirilmasinda miR-146a-5p’nin kritik bir roli oldugunu ve
regiilasyonunun bozulmasinin otoimmiin hastaliklara yol agabilecegini ortaya

¢ikarmiglardir (Boldin vd., 2011).

miR-146a-5p’nin sinir sistemi bilesenleri iizerinde oynadigi etkin rol de fonksiyonel
olarak ndrodejeneratif hastaliklarla giiclii bir iligkisinin oldugunu ispatlar niteliktedir.
MIR146A geninin NF-kB transkripsiyon faktorii tarafindan pozitif olarak
diizenlenmesi sonucunda artan miR-146a-5p ekspresyon seviyesi, IRAK1 ve TRAF6
inhibisyonuyla sonuclanan negatif bir geri besleme dongiisiinii calistirmaktadir
(Juzwik vd., 2019). miR-146a-5p’nin T hiicre yapigsmasini azaltarak bagisiklik sistemi
hiicrelerinin KBB’yi gegme yetenegini bozmasi in-vitro bir ¢alismada gosterilmistir.
Ayrica miR-146a-5p’nin yiiksek seviyede ekspresyonunun demiyelinizan EAE
modellerinde IRAK1’i inhibe edereck OPC’lerin olgun, miyelin ireten
oligodendrositlere farklilagsmasini tesvik ederek remiyelinizasyonu destekledigine dair
sunulan deneysel sonuglar, miR-146a-5p’nin MS gibi norodejeneratif hastaliklarda
koruyucu bir rol oynayabilecegini desteklemektedir (Juzwik vd., 2019; Wu vd., 2015;
Zhang vd., 2017).

MS ile iligkisinin calisildigi makalelere bakildigina miR-146a-5p’nin dolagimdaki
ekspresyon seviyesinin hasta gruplarinda kontrol gruplarina gére anlamli derecede
daha diisiik oldugu gosterilmistir (Giuliani vd., 2021; Saridas vd., 2022). Iki sene
icerisinde MS’e bagli engellilik gelisimi gdsteren hastalarin dolagimdaki miR-146a-
5p ekspresyon seviyelerinin engellilik progresyonu gostermeyen hastalara gore
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Casanova vd., 2023). Ek olarak
MS hastalarinin EDSS skorlari ile miR-146a-5p ekspresyon seviyeleri arasinda pozitif
bir korelasyon oldugu rapor edilmistir (Dominguez-Mozo vd., 2022). MS tedavisinde
kullanilan ilaglarla olan iligkisi de calisilmis olan miR-146a-5p’nin daha once
glatiramer asetat tedavisi alan hastalarin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
(Peripheral blood mononuclear cells — PBMCs) ekspresyon seviyesinin tedavi

almayan hastalara gore daha az oldugu gosterilmistir (Waschbisch vd., 2011). Bir
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baska calismada ise dimetil fumarat tedavisi alan RRMS hastalarinda tedaviye
baslandiktan 4 ay sonra dolasimdaki miR-146a-5p ekspresyon seviyesinin anlamli
derecede azaldigi gosterilmistir (Giuliani vd., 2021). Bu miRNA’nin dolasimdaki
ekspresyon seviyesi ile fingolimod tedavisi arasindaki iligski heniiz ¢aligilmamistir. MS
hastaligtyla iligkisi bulunan miR-146a-5p’nin ve immiin-baskilayici bir tedavi ajani
olan fingolimodun enflamatuar sitokinler iizerine olan etkileri bilinmektedir. Bu
sebepten dolay1r dolagimdaki miR-146a-5p ekspresyon seviyesinin MS’le ve
fingolimod tedavisiyle olan iliskisinin c¢alisilmasina karar verilmistir. Bu tez
calismasinda ilk kez dolasimdaki miR-146a-5p ekspresyon seviyesinin fingolimod
tedavisiyle olan iligkisi ¢alisilmistir. MIR146A geni iizerinde bulunan ve bu tez
calismasinda incelenmis olan genetik polimorfizmin dolasimdaki ekspresyon
seviyeleri iizerindeki etkisi daha O6nce psddoeksfoliyasyon sendromu (PEX) ve
romatoid artrit (RA) gibi hastaliklarda ¢alisilmis olsa da (Bogunia-Kubik vd., 2016;
Can Demird6gen vd., 2023) MS hastaliginda ilk kez bu tez kapsaminda ¢aligilmistir.
Kontrol grubunda, tedavi almayan ve fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda
dolagimdaki miR-146a-5p ekspresyon seviyeleri karsilagtirilarak bu miRNA’nin MS
hastaligt i¢cin kandan bakilabilen bir biyobelirteg olabilme potansiyeli

degerlendirilmistir.

1.2.3.2 hsa-miR-155-5p

Insanlarda B hiicresi entegrasyon kiimesi olarak adlandirilan 21. kromozomun q
kolunun 21.3 bolgesinde bulunan MIR155HG (Host gene — HG) geninden sentezlenen
ve 65 niikleotit uzunlugundaki pre-miR-155’in islenmesiyle olusan miR-155-5p,
olduk¢a korunmustur ve memelilerde immiin yanitlarin olugsmasinda ve enflamatuar

stireglerde 6nemli bir rol oynar (Sekil 1.10) (Zingale vd., 2022).

miRDB ve TargetScan 8.0 gibi veri tabanlarina bakildiginda, miR-155-5p’nin
hedefledigi mRNA’larin toplam 596 iyi korunmus ve 240 zayif korunmus bolge
icerdigi tahmin edilmektedir. IkB kinaz € (Inhibitor of nuclear factor k-B kinase € —
IKKe), MyD88, reseptorle etkilesime giren protein kinaz 1 (Receptor interacting
protein kinase 1 — RIPK1), ¢inko parmak protein 652 (Zinc finger protein 652 —
ZNF652), sitokin sinyal proteini 1’i baskilayicit protein (Supressor of cytokine
signaling protein 1 — SOCS1) ve src homoloji alan1 2 igeren inositol 5-fosfataz 1 (Src
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homology domain 2-containing inositol 5-phosphatases 1 — SHIP1) gibi genler miR-
155-5p’nin yiizlerce hedefi arasindan en yiiksek hedef skoruna ve korunmus bolge

sayisina sahip olan genlerdir (URL-2, URL-3).
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Sekil 1.10: MIR155HG geninin lokasyonunun (A), hsa-miR-155’in sag¢ tokasi

yapisinin (B) ve olgun hsa-miR-155-5p’nin dizisinin (C) gosterimleri

(Faraoni vd., 2009).
miR-155-5p enflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde giiglii bir aktivatér olmasindan
dolay1 enflamma-miR olarak da adlandirilmaktadir (Maciak vd., 2021). B ve T
hiicrelerinin gelisimi ve farklilasmasi da dahil olmak {izere bir¢ok bagisiklik siirecinin
diizenlenmesinde gorev almasi, enflamatuar siireclerin baslangicinda kritik bir rolii
oldugunu disiindiirtmektedir (Xiaoyan vd., 2017). miR-155-5p’nin enflamatuar
stireclerdeki rolii ilk olarak B hiicre lenfomas: iizerinde yapilan bir ¢alismada miR-
155-5p’nin ekspresyonu arttik¢a enflamasyonun da artmasiyla gosterilmistir (Eis vd.,
2005). miR-155-5p’nin SHIP1 ve SOCS1’in negatif diizenleyicilerini hedef almasinin,
SHIP1 ve SOCS1’in ekspresyonun artmasina ve bu proteinlerin hedefleri olan AKT ve
IFN yanit genlerinin aktivasyonuna yol agtig1 gosterilmistir (O’Connell vd., 2012). Ek
olarak yapilan bagka caligmalarda, miR-155-5p’nin NF-«B sinyal yolunu baskilayarak
IL-1p tarafindan indiiklenen enflamasyonu etkili bir sekilde azaltmasi ve akut solunum

rahatsizlig1 bulunan domuzlarda enflamatuar faktorlerdeki degisiklikleri etkilemek
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igcin miR-155-5p/NF-kB sinyal yolunun seg¢ilmis olmasi, miR-155-5p’nin NF-kB
aracilt bir miRNA oldugunu gostermektedir (Hu vd., 2022; Liu vd., 2019). Bu
caligmalara ek olarak, TLR sinyal yolunu diizenleyerek enflamatuar yanita katki
sagladig1 da arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Hu vd., 2022; Korotkov vd.,
2020). Enflamatuar yanitin kontroliinde gorev alan SHIP1 ve SOCS1’in miR-155-5p
tarafindan diizenlenmesinin yani sira, bu miRNA’nin NF-kB’ye bagimli bir miRNA
olmas1 ve farkli hedefler lizerinden enflamatuar yanitlarin degisiminde gorev almasi,
miR-155-5p’yi enflamatuar yanitin kontrolii i¢in potansiyel bir hedef haline
getirmektedir (Hu vd., 2022; Xu vd., 2022).

Bir¢ok calismada miR-155-5p’nin B hiicrelerinin iiretiminde, CD8+ T hiicrelerinin
modiilasyonunda, CD4+ T hiicrelerinin Thl, Th2, Thl7 ve Treg hiicrelerine
farklilasmasinda, sitokinlerin ve kemokinlerin diizenlenmesinde ve bazi
transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasinda etkin rol alarak immiin sistem
homeostazinin ve bagisiklik sistemi yanitlarinin énemli bir diizenleyicisi oldugu
gosterilmistir (Rodriguez vd., 2007; Seddiki vd., 2014). Enflamasyonla ve bagisiklik
yanitlarinin diizenlenmesiyle karakterize edilmis olan miR-155-5p, ndérodejeneratif
bozukluklarla da iligkilendirilmistir. Glial aktivasyon ve proenflamatuar sitokin
tiretimi ile baslayan ndroenflamasyon gelisiminin destekleyicisi roliinde oldugu
gosterilmistir (Slota & Booth, 2019). Makrofajlar ve mikroglialarda SOCS1 ve SHIP1
gibi enflamasyon inhibitorlerini modiile ederek ve mikroglialarda transkripsiyonel
faktor p53 tarafindan aktive edildikten sonra, anti-enflamatuar siirecleri etkileyen c-
Maf’1 hedefleyerek enflamasyonu indiikledigi gosterilmistir (Cardoso vd., 2012;
O’Connell vd., 2012; Su vd., 2014).

mMiR-155-5p’nin norodejeneratif ve otoimmiin hastaliklardaki rolii incelendiginde
demiyelinizasyonda etkin bir sekilde gorev aldig1 goriilmiistiir. miR-155-5p’nin, TNF-
a, IL-1b ve IL-6 gibi proenflamatuar sitokinleri iireten mikroglialarin aktivasyonuna
katkida bulundugu gosterilmistir. Aktive edilen bu mikroglialar IL-1a, TNF ve
kompleman bileseni 1q salgilayarak astrositlerin norotoksik formu olan Al formuna
polarizasyonunu tesvik eder. Artmig Al tipindeki astrositler noronlarin ve
oligodendrositlerin dliimiine yol agabilir (McCoy, 2017). Ek olarak, miyelinleri
fagosite eden makrofajlarin aktivasyonunda da rol oynadigi bildirilmistir (Junker vd.,
2009).
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Enflamatuar yanitlarin ve bagisiklik tepkisinin ana diizenleyicisi roliinde tanimlanan
miR-155-5p, norodejeneratif — hastaliklarda  artan  ekspresyonuyla  birlikte
noroenflamasyonu da artirarak hastalik progresyonunu hizlandirabilmektedir (Juzwik
vd., 2019). MS ile iliskisinin incelendigi ¢alismalarda dolasimdaki miR-155-5p
ekspresyon seviyesinin MS hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik
oldugu goriilmiistiir (Balkan & Bilge, 2021). RRMS hastalariyla yapilan bir bagka
calismada ise atak donemlerinde hastalarda dolasimdaki miR-155-5p ekspresyon
seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (Niwald vd., 2017). Ayrica miR-155-5p ekspresyon
seviyelerinin tedaviyle birlikte de degistigi gosterilmistir. Dimetil fumarat tedavisi
alan hastalarla gerceklestirilen bir ¢aligmada tedavinin baslangicindan 4 ay sonra miR-
155-5p ekspresyon seviyelerinin azaldigi raporlanmistir (Giuliani vd., 2021). Daha
once RRMS hastalarinda fingolimod tedavisinin dolasimdaki miR-155-5p ekspresyon
seviyeleri tizerindeki etkisi ¢alisiilmamistir. Enflamatuar yanitlarin diizenleyicisi olan
miR-155-5p’nin proenflamatuar sitokinler iizerinde etkisi oldugu bilinen fingolimod
tedavisi ile iliskisinin arastirilmast, bu tedaviyi alan hastalarda tedavi durumunun miR-
155-5p ekspresyon seviyeleri lizerinden gézlemlenebilmesi i¢in umut vadetmektedir.
Bu tez caligmasinda ilk kez dolasimdaki miR-155-5p ekspresyon seviyesinin
fingolimod tedavisiyle olan iliskisi ¢alisilmigtir. Ayrica MIR155HG geni tizerinde
bulunan ve bu tez ¢alismasinda incelenmis olan genetik polimorfizmin dolagimdaki
ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkisi daha once diyabetik retinopati ve RA gibi
hastaliklarda incelenmis olsa da (Polina vd., 2019a; Shaker vd., 2019) MS hastaliginda
ilk kez bu tez kapsaminda calisiimistir. Kontrol grubunda, tedavi almayan ve
fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda dolasimdaki miR-155-5p ekspresyon
seviyeleri karsilastirilarak bu miRNA’nin MS hastalig1 i¢in kanda bakilabilen bir

biyobelirte¢ olabilme potansiyeli degerlendirilmistir.

1.2.3.3 hsa-miR-196a-5p

Insanlarda 12. kromozomun q kolunun 13.13 bolgesinde homeobox (HOX)
kiimelerinin bulundugu (HOXC10 ve HOXC9 arasinda) bolgede yer alan MIR196A2
geninden sentezlenen ¢ift zincirli, sa¢ tokasi yapisindaki pre-miR-196a-2’nin 5’
kolundan olusan 22 niikleotitlik olgun hsa-miR-196a-5p, ilk olarak Lagos-Quintana ve
arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda fare dokularindan ve insan osteosarkoma hiicre

hattindan tanimland1 (Sekil 1.11) (URL-4; Lagos-Quintana vd., 2003). Birincil
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transkript olan pri-miR-196a-2’nin  ekspresyonu HOX genleri kiimesinin
ekspresyonunu diizenleyen faktorlerden etkilenebildigi gibi, yiiksek hareketli grup
(High mobility group A — HMGA) proteinlerinin de MIR196A2 geninin yukar1 akis
bolgesine (up-stream region) dogrudan baglanarak bu miRNA’nin ekspresyonunu

diizenleyebildigi gosterildi (Chen vd., 2011; Mansfield vd., 2004).

Farkli veri tabanlarmma ve literatiire bakildiginda miR-196a-5p’nin toplamda 407
korunmus bolge iceren 374 hedefinin oldugu goriilmektedir. Bu hedeflerinin ig¢inde
HOX ve forkhead kiimeleri (Forkhead box — FOX), HMGA2, annexin-Al (ANXA1) ve
niikleer reseptor alt ailesi 6, grup A, liye 1 (Nuclear receptor subfamily 6, group A,
member 1 — NR6A1) gibi bir¢ok diizenleyici gen yliksek hedef skoruna sahiptir. miR-
196a-5p ayrica IkBa’y1 hedefleyerek NF-xB sinyal yolunun aktivasyonunda da yer
almaktadir (URL-5, Zhang vd., 2022). Hedefledigi diizenleyici genler dolayisiyla
hiicresel gelisim, bagisiklik ve bagisiklik yanitlarinin  olusumu ve kanser

patogenezinde onemli roller oynamaktadir (Chen vd., 2011).
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Sekil 1.11: MIR1962 geninin lokasyonunun (A), hsa-miR-196a2’nin sag
tokasi yapisinin (B) ve olgun hsa-miR-196-5p’nin dizisinin (C) gosterimleri
(URL-4; Lagos-Quintana vd., 2003).
Yekta ve arkadaglar1 2004 yilinda servikal karsinom hiicre hattinda bu miRNA’nin
mRNA bozunmasiyla HOXB8, HOXC8, HOXD8 ve HOXA7’nin ekspresyon
seviyelerini diizenlemede gorev aldigimi gostermistir (Yekta vd., 2004). Daha sonra
miR-196a-5p ile HOXBS arasindaki etkilesimin tavuklarda embriyonik donemde uzuv
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gelisimini etkiledigi ve Afrika penceli kurbagasinda (Xenopus laevis) miR-196a-
5p’nin erken gelisim sirasinda asir1 ekspresyonunun goz anomalilerine sebep oldugu
gosterilmistir (Hornstein vd., 2005; Qiu vd., 2009). Ayrica, transkripsiyonu HMGA 1
proteini tarafindan diizenlenen pre-miR-196a-2’nin {riinii olan miR-196a-5p,
HMGA?2 proteinin mRNA’smin 3’UTR bolgesindeki iki farkli c¢ekirdek diziye
baglanarak bu proteinin ekspresyonunu diizenlendigi bildirilmistir (De Martino vd.,
2009). HMGAZ2 proteinin yoklugunda farelerde gelisimsel anomalilerin gergeklestigi
rapor edilmistir (Chiappetta vd., 1996; Zhou vd., 1995). Sonug olarak, miR-196a-
S5p’nin embriyonik gelisimde 6nemli rolii olan HOX kiimesi {irlinlerinin ve niikleer
mimaride  krittkk rol oynayan HMGA  proteinlerinin  ekspresyonlarinin
diizenlenmesinde gorev almasi, bu miRNA’nin hiicresel gelisimde etkin rol oynayan

bir molekiil oldugunu gostermektedir.

miR-196a-5p’nin  tiimér  dokusunun  proliferasyonunda,  farklilasmasinda,
metastazinda ve spesifik kanser tiirlerinde kemoterapiye ve radyoterapiye olan
duyarliliginin degismesinde onkojenik bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Pin vd.,
2012; Zhu vd., 2023). Yapilan bir ¢alismada miR-196a-5p’nin FOXO1’i hedefleyerek
hiicre gogiinli ve invazyonunu artirdig1 ve apoptozu inhibe ettigi bildirilmistir (Zhu
vd., 2023). Bir baska c¢alismada ANXAL1’i hedefleyerek hiicre gogiliniin ve
anjiyogenezin inhibisyonuna yol ac¢tig1 ortaya konulmustur (Pin vd., 2012). Ayrica
miR-196a-5p’nin 1xBa inhibisyonuyla NF-xB sinyal yolunu aktive ederek, timor
hiicresi canliligini artirabildigi ve radyoterapiye olan duyarlilig1 azaltabilecegi rapor

edilmistir (Yao vd., 2023).

Yapilan bir biyoinformatik analiz ¢aligmasi sonucunda, miR-196a-5p’nin noron
gelisiminde, canlilifinda ve islevlerinin siirdiiriilmesinde goérev alan beyin tiirevli
norotrofik faktor (Brain-derived neurotrophic factor — BDNF) genini ve HOX
kiimelerini hedefleyerek nodrodejeneratif bir hastalik olan Huntington hastaliginin
progresyonunda anahtar bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (Wang vd., 2020). Ek
olarak gergeklestirilen in silico analizler sonucunda miR-196a-5p’nin, sistemik skleroz
ve polimyozit gibi otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yer aldigi diisiliniilen
diizenleyici yolaklar1 hedefledigi ve bu sebeple hastalik progresyonuyla iligkili
olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Gao vd., 2019; Jin vd., 2023).
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miR-196a-5p’nin MS ile iliskisinin incelendigi sinirlt sayida ¢alisma vardir. 2018
yilinda yayimlanan bir ¢aligmada atak donemindeki RRMS’li hastalarin
PBMC’lerinde miR-196a-5p ekspresyon seviyesinin iyilesme donemindeki hastalarin
PBMC’lerindekinden anlamli derecede daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu durum
miR-196a-5p’nin MS’te atak ve iyilesme donemlerinin molekiiler isleyisinde kritik bir
rol oynadigini diistindiirtmistiir (Baulina vd., 2018). MS hastalarinda tedaviyle iligkisi
daha oOnce hi¢ c¢alisilmamis olan miR-196a-5p’nin  dolasimdaki ekspresyon
seviyelerinin de MS hastaligindaki roliine dair 6rnek bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
tez ¢alismasinda ilk kez dolasimdaki miR-196a-5p ekspresyon seviyesinin fingolimod
tedavisiyle olan iliskisi ¢aligilmistir. MIR196A2 geni iizerinde bulunan ve bu tez
calismasinda incelenmis olan genetik polimorfizmin dolasimdaki ekspresyon
seviyeleri lizerindeki etkisi daha once idiopatik infertilite ve PEX gibi hastaliklarda
incelenmis olsa da (Can Demirdogen vd., 2023; Lu vd., 2016) MS hastaliginda ilk kez
bu tez kapsaminda calisilmigtir. Kontrol grubunda, tedavi almayan ve fingolimod
tedavisi alan RRMS hastalarinda dolagimdaki miR-196a-5p ekspresyon seviyeleri
karsilastirilarak bu miRNA’nin MS hastaligi i¢in kandan bakilabilen bir biyobelirteg

olabilme potansiyeli degerlendirilmistir.

1.3 Tek Niikleotit Polimorfizmleri

Canlilar arasindaki genetik benzerlik ve tiirler aras1 korunmus gen dizileri olmasina
ragmen ayni tiire ait farkli bireyler arasinda kalitsal ve cevresel faktorlerden
kaynaklanan ve fenotipe yansiyan DNA dizi farkliliklar1 gézlemlenebilmektedir. Bu
varyasyonlarin her birinin bir popiilasyon igerisindeki mevcudiyeti %1’den fazla ise
buna genetik polimorfizm adi verilmektedir. DNA dizi farkliliklar1 bagka bir deyisle
genetik polimorfizmler bir diziden kaynaklanabilecegi gibi, bir dizi iizerindeki tek bir
niikleotitin farkli olmasindan da kaynaklanabilir. Genomun belli bir konumunda tek
bir niikleotitin farkli olmasindan kaynaklanan bu polimorfizmlere tek niikleotit

polimorfizmi (Single nucleotide polymorphism — SNP) ad1 verilir (Nelson vd., 2004).

SNP’ler insan genomunda olduk¢a yaygin bir sekilde goriilebilmektedir. Farkli
konumlarda ve herhangi bir gen dizisi iizerinde farkli sayida bulunan SNP’ler
genomda bulunduklar1 konuma gore etkisiz olabilirler ancak kodlayan bdolgede

bulunmalar1 halinde aminoasit dizisinde degisikliklere neden olarak o gen dizisine ait
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proteinin yapisini ve iglevini bozabilirler. Aminoasit dizisinde degisiklik yaratmasalar
da mRNA’nin yapisini ve stabilitesini etkileyerek olusan {irtin  miktarin
degistirebilirler. Diizenleyici bolgelerde bulunarak gen diizenlemesini etkileyebilir,
genlerin 3° UTR bolgelerinde yer aldiklarinda bu tez kapsaminda daha 6nce anlatilan
miRNA’larin ¢ekirdek dizilerine baglanamamasina yol acarak transkripsiyon sonrasi
gen diizenlemesini etkileyebilir ve genin ifade seviyesi lizerinde degisikliklere sebep
olabilirler. SNP’ler her zaman bir hastaligin tek basmna bir nedeni veya agiklayicisi
degildir fakat bireylerin hastalifa yatkinligin1 ve ila¢ metabolizmalarini etkileyerek
hastaliklara yol acabilir, tedavi siirecini etkileyebilmektedirler. Bu ylizden SNP’lerin
kapsamli olarak arastirilmast ve hastaliklarla iligkisinin incelenmesi hem
kisisellestirilmis tedavi yontemlerinin gelistirilmesini hem de genetik belirtecler

olarak kullanimlarin1 miimkiin kilmistir (Deng vd., 2017; Kocan, 2018).

1.3.1 MIR146A rs2910164 G/C

MIR146A rs2910164 SNP’si MIR146A geninde 5:160485411 konumunda bulunan
intronik bir tek niikleotit varyanttir. Bu SNP’nin mindr aleli olan C alelinin global
mindr alel frekans1 (gMAF) 0.245 iken major alel olan G alelinin gMAF degeri
0.755’tir. Mindr ve major alelin farkli toplumlarda ve kitalarda alel frekansi degisiklik
gostermektedir (URL-6). SNP, pre-miR-146a’nin sag tokasi yapisi i¢inde bulundugu
icin sa¢ tokasi yapisinin sahip oldugu Gibbs serbest enerjisinin degismesine yol
agmaktadir (Sekil 1.12) (lwai & Naraba, 2005; Rehmsmeier vd., 2004). Meydana
gelen bu degisiklik pri- ve pre-miRNA’larin stabilitesini ve miRNA biyogenezinde
gorev alan proteinlerle eslesmelerini bozarak, olgun miR-146a-5p ekspresyon
seviyesinin azalmasina neden olmaktadir (Jazdzewski vd., 2008). Yapilan farkli
calismalarda rs2910164 G/C SNP’si meme kanseri, yumurtalik kanseri, oral skuamoz
hiicreli karsinom ve hepatoselliiler karsinom ile iliskili bulunmustur (Hung vd., 2012;
Shen vd., 2008; Xu vd., 2008). Hem meme hem de yumurtalik kanseri hastalarinda
mindr C alelinin varhif1 teshis yasinin kiigtilmesiyle iliskilendirilirken, oral skuamoz
hiicreli karsinom hastalarinda yine mindr C aleli hastaligin ilerlemesiyle iliskili
bulunmustur (Hung vd., 2012; Shen vd., 2008). Xu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada
ise erkek bireylerde GG genotipine sahip olmanin hepatoseliiler karsinom gelistirme

riski ile iliskili oldugu bildirilmistir (Xu vd., 2008).
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Sekil 1.12: MIR146A 1529210164 G/C SNP’sinin temsili gdsterimi
(Rehmsmeier vd., 2004).

MIR146A rs2610164 G/C SNP’sinin sistemik lupus eritematozus (SLE) ve RA gibi
otoimmiin hastaliklar ile arasindaki iliski daha 6nce ¢alisilmistir (Bogunia-Kubik vd.,
2016; Jiménez-Morales vd., 2012; Lofgren vd., 2012). Aym sekilde otoimmiin
enflamatuar bir hastalik olan Behget hastaligiyla olan iligkisine bakildiginda hasta
grubunda G alel frekansimin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu
goriilmustiir (Kamal vd., 2022). Ayrica C alelinin miR-146a-5p ekspresyon seviyesini
azalip, TLR2 nin fonksiyonunu ve iiretimini bozarak ndrodejeneratif bir hastalik olan
Alzheimer hastaligina genetik yatkinlikla iligkisi oldugu gosterilmistir (Zhang vd.,
2015).

MS ile iligkisi de daha 6nce Cin ve Irak popiilasyonlar {izerinde ¢alisilmis ve mindr
alel olan C aleli MS i¢in bir risk faktorii olarak belirlenmistir (Y. Li vd., 2015; Shareef
vd., 2021); ancak bu SNP’nin Tiirk toplumunda miR-146a-5p ekspresyon seviyesi
tizerine etkisi ve MS ile iliskisi daha Once c¢alisiilmamistir. Bu nedenle bu tez
calismasinda bu SNP’nin MS ile iliskisi ve dolasimdaki olgun miR-146a-5p

ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkisi incelenmistir.
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1.3.2 MIR155 rs767649 T/A

MIR155 rs767649 SNP’si MIR155 geninin 21:25572410 konumunda promotor bolgesi
tizerinde bulunan bir SNP’dir. Bu SNP’nin mindr aleli olan A alelinin gMAF degeri
0.066 iken major alel olan T alelinin gMAF degeri 0.934’tiir. Mindr ve major alelin
farkli toplumlarda ve kitalarda alel frekansi degisiklik gostermektedir (URL-7).
SNP’nin gen ekspresyonunu baslatan promotor bolgede bulunmasi, bu bdlgeye NF-
kB gibi transkripsiyon faktorlerinin afinitesini etkileyerek olgun miRNA ekspresyon

seviyesini degistirmektedir (Sekil 1.13) (K. Xie vd., 2015).

I——Prs767649
1 ]

-2000 0 65 -..... 1570 2000

Sekil 1.13: MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin temsili gosterimi (K. Xie vd.,
2015).

miR-155-5p’nin hedefledigi genler g6z 6niinde bulunduruldugunda olgun miRNA’nin
ekspresyon seviyesinde meydana gelen degisikliklerin hastaliklarin patogenezinde
kritik bir 6neme sahip olabilecegi diistiniilmektedir. Kanserle iliskisinin incelendigi
caligmalarda T alelinin daha yiiksek miR-155-5p ve dolayisiyla daha diisiik SOCS1
seviyelerine neden olarak serviks, akciger ve meme kanserlerinin patogeneziyle iliskili
olabilecegi gosterilmistir (Iranparast vd., 2023; Wang vd., 2016; Xie vd., 2015). Misir
ve Cin popililasyonunda yapilan ¢alismalarda T alelinin SLE hastaligina genetik
yatkinlikla iligkili oldugu gosterilmistir (Mohammed vd., 2021; Wang vd., 2022).
Ayrica RA hastalarinda kontrol grubuna gére TT genotipinin frekansinin anlaml
derecede yiiksek oldugu rapor edilmistir (Shaker vd., 2019). MS gibi otoimmiin
enflamatuar bir hastalik olan Behget hastaliginda heterozigot genotipe sahip hastalarin,
hastaligin aktivite durumunun izlenmesi i¢in kullanilan Behget Hastalig1 Giincel
Aktivite Indekslerinin daha yiiksek oldugu ve rs767649 T/A SNP’sinin Behget
hastaligr riskiyle ve hastalifin progresyonuyla iliskili olabilecegi bildirilmistir
(Abdelaleem & Shaker, 2021). Immiin sistem ve enflamatuar yanitlarin olusmasiyla
ilgili olan miR-155-5p’nin ekspresyon seviyesini etkileyen bu SNP’nin farkli
hastaliklarla iligkili oldugunun gosterilmesi MS ile de iliskisinin sorgulanmasina
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neden olmustur. Literatiirde rs767649 T/A SNP’sinin tek basina ve farkli SNP’ler ile
bir arada bulundugu zaman MS’e genetik yatkinlikla iligkili olabilecegi sunulmustur
(M. Ali vd., 2020; Hamid vd., 2020). Daha 6nce Tiirk toplumunda MS hastalarinda bu
SNP’nin hastalikla iligkisi ve dolasimdaki miR-155-5p ekspresyon seviyesi tizerindeki
etkisi ¢alisilmamistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda bu SNP’nin MS ile iligkisi ve

dolasimdaki olgun miR-155-5p ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkisi incelenmistir.

1.3.3 MIR196A2 rs11614913 C/T

MIR196A2 rs11614913 SNP’si MIR196A2 genin 12:53991815 konumunda bulunan
intronik bir tek niikleotit varyanttir. Bu SNP’nin mindr aleli olan T alelinin gMAF
degeri 0.377 iken major alel olan C alelinin gMAF degeri 0.623tiir. Mindr ve major
alelin farkli toplumlarda ve kitalarda alel frekansi degisiklik gostermektedir (URL-8).
SNP pre-miR-196a2’nin 3° UTR bolgesinde bulundugu igin pri- ve pre-miRNA’nin
olgun formuna igslenmesini olumsuz yonde etkilemektedir (Sekil 1.14). Sadece olgun
miR-196a-5p ekspresyon seviyesini etkilemekle kalmayip hedef genler iizerinden
fonksiyonel degisikliklere neden olan bir SNP’dir. Yapilan in vitro bir ¢alismada pre-
mMiR-196a2 iizerinde C alelini bulunduran hiicrelerde olgun miRNA ekspresyon
seviyesinin T aleli bulunduranlardan 4.9 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (Hoffman
vd., 2009).

Bu SNP’nin daha 6nce bir¢ok kanser tiirliyle iliskisi ¢alisilmistir. Birden fazla bilimsel
calismanin sonuclarinin birlestirildigi istatistiksel analizlerde homozigot CC
genotipinin ve C alelinin akciger, meme ve hepatoselliiler karsinom riskiyle iliskili
oldugu bildirilmistir (Liu vd., 2018). Kanser disinda SLE, RA, Behget hastaligi ve MS
gibi otoimmiin enflamatuar hastaliklarla olan iligkisi de ¢alisilmig ve sonuglar farkl
hastalik tiirlerinde farkli popiilasyonlarda degisiklik gostermistir (Aleman-Avila vd.,
2017; Golshani vd., 2018; J. Qi vd., 2013; Toraih, Ismail, vd., 2016; Yenmis vd.,
2021a). Oyle ki Meksika popiilasyonunda SLE hastalig1 icin bir risk faktorii olmadig
one siiriiliirken, Misir popiilasyonunda farkli SNP’ler ile bir aradayken RA hastaligina
genetik yatkinlik ile iligkilendirilmistir (Alemén-AVila vd., 2017; Toraih, Ismail, vd.,
2016). Ay sekilde Cin popiilasyonunda yapilan bir caligmada T aleli ve TT genotipi
Behget hastaligi ile iliskili bulunurken, Tiirk toplumunda yapilan baska bir ¢alismada
bu SNP Behget hastaligi ile iligkilendirilmemistir (J. Qi vd., 2013; Yenmis vd., 2021a).
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Sekil 1.14: MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin temsili gosterimi
(Hoffman vd., 2009).

MIR196A2 1511614913 C/T SNP’sinin MS ile olan iliskisi de Iran ve Rus
popiilasyonlarinda ¢alisilmig fakat bu SNP MS’e yatkinlik ve EDSS skorlariyla iliskili
bulunmamuistir (Golshani vd., 2018; Kiselev vd., 2015). SNP’lerin hastaliklarla olan
iligkisi etnik kdkenin, cinsiyetin, belirli bir popiilasyonda paylasilan davranislarin ve
cografi etmenlerin katkisiyla degisiklik gosterebilmektedir. Her ne kadar farkli
toplumlarda ¢alisilmis olsa da bu SNP’nin MS hastaligiyla olan iligkisi daha 6nce Tiirk
toplumunda ¢alisiimamistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda bu SNP’nin MS ile iligkisi
ve dolagimdaki olgun miR-196a-5p ekspresyon seviyeleri {izerindeki etkisi

incelenmistir.

1.4 Calismanin Amaci

Travma harici norolojik engelliligin en yaygin sebebi olan MS noéroenflamatuar,
otoimmiin, demiyelinizan bir MSS hastaligidir (Dobson & Giovannoni, 2019). Farkli
toplumlarda gortilme siklig1 degisiklik gosterse de daha ¢ok geng eriskinlerde goriilen
bu hastalik 6liimciil olmamakla birlikte nérodejeneratif dogasi geregi bir¢ok semptom
ile hastanin yagam kalitesini ve bireyin i yapabilme durumunu olumsuz yonde ciddi
derecede etkilemektedir (Filippi vd., 2018). Farkli klinik alt tipleri ile karakterize
edilmis olan MS hastaliginin ortaya cikisini ve ilerleyisini tetikleyen tek bir sebep
bulunmamakla birlikte kesin bir tedavi yontemi de belirlenememistir. Kullanilan
mevcut tedavi yontemleri hastalifi tamamen iyilestirmeyi degil hastalifin seyrini
yavaglatmay1 ve semptomlarin1 azaltmay1 hedeflemektedir. Her ne kadar hastaligin
teshisi, takibi ve fiziksel engelliligin degerlendirilebilmesi i¢in birka¢ farkli klinik
metot bulunuyor olsa da hastaliga yatkinli§a neden olan, hastaligin seyrini etkileyen
ve ilaclara verilen farkli tepkilerin altinda yatan faktorlerin bilinmesi sayesinde riskli

kisiler i¢in daha siki norolojik takipler gergeklestirilebilir ve ilag tedavisi planlamalar
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kisiye 6zel olarak ve daha isabetli bigimde yapilabilir (Efendi & Yandim Kuscu, 2018;
Thompson vd., 2018).

Fingolimod MS tedavisinde ikinci basamakta kullanilan ve S1P reseptér modiilatorii
olarak goérev alan, agizdan alinan immiin-baskilayici bir ajandir (Willis & Cohen,
2013). Fingolimod periferde lenfositler tizerinde eksprese edilen S1P reseptorlerine
yiiksek bir afiniteyle baglanarak lenf diiglimlerinden lenfosit ¢ikisini 6nlemekte ve
immiin sistemi baskilamaktadir. Ayrica KBB’yi gegebilme yetenegine sahip olan
fingolimod, MSS igerisinde fosforile olabilmekte ve S1P reseptorlerine baglanarak
proenflamatuar sitokinlerin salgilanmasinin inhibisyonu basta olmak {izere bir¢ok
koruyucu ve onarici etki gosterebilmektedir (Coelho vd., 2007). Tedavi stratejilerini
yonetebilmek ve kisiye 0zgii planlamalar1 gelistirebilmek icin ilacin etkinligini
gosterecek kolay erisilebilir, kanda bakilan biyobelirteglere olan ihtiyag devam
etmektedir.

miRNA’lar transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesinde gorev alan, yaklasik 18-24
niikleotit uzunlugunda, kiiciik, kodlamayan RNA dizilerdir. Tek bir miRNA’nin
birden fazla hedefi olabilecegi gibi tek bir mRNA da birden fazla miRNA tarafindan
hedeflenebilir. Bu mekanizma sayesinde miRNA’lar bagisiklik sistemi ve enflamatuar
yanitlarin olusmasi gibi birgok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde gorev alirlar
(He & Hannon, 2004). Amaci immiin sistem yanitlarin1 baskilamak olan fingolimod
gibi tedavi ajanlarinin etkinliginin takibi i¢in miRNA ekspresyon seviyeleri klinikte
takip edilebilir. Nitekim fingolimod tedavisi ile dolagimdaki miRNA ekspresyon

seviyelerinin iligkisini inceleyen ¢alismalar olduk¢a sinirli sayidadir.

Genetik polimorfizmler, toplumda %1’den fazla goriilen genetik farkliliklardir.
SNP’ler ise bu farkliligin tek bir niikleotitten kaynaklandigi durumlardir (Nelson vd.,
2004). miRNA’larin genlerinde de bulunan SNP’ler bu miRNA’larin ekspresyon
seviyelerine, stabilitelerine ve olgun miRNA olusturma siireglerine etki etmektedir
(Iwai & Naraba, 2005). Degisen miRNA ekspresyon seviyeleri immiin ve enflamatuar
yanitlarin farkli diizeylerde regiilasyonuyla sonuglanabilir. Bu ylizden SNP’lerin
miRNA ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkisinin de arastirilmasi kritik bir 6neme
sahiptir. SNP’lerin varlig1 toplumlar arasinda fark gosterdigi gibi etnik kdken, yagam

bicimi ve cografi faktorlerle de birleserek hastaliklarla da iliski gostermektedir. Bu
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sebepten dolay1 farkli toplumlarda ¢esitli hastaliklarla iliskili bulunan SNP’lere Tiirk

toplumunda da bakilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasiin amaci, enflamatuar ve bagisiklik yanitlarinin olusmasiyla iliskili
olan hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-155-5p ve hsa-miR-196a-5p miRNA’larinin
dolasimdaki ekspresyon seviyeleriyle bu miRNA’larin genlerinde bulunan SNP’lerin
(rs2910164, rs767649, rs11614913) MS hastaligi riski ile iligkisini inceleyerek,
SNP’lerin miRNA plazma ekspresyon seviyesi tizerindeki etkisinin, SNP’lerin Tiirk
toplumunda MS’e yatkinliktaki roliiniin ve miRNA plazma ekspresyon seviyelerinin
MS hastaliginin teshisi ve uygulanan tedavinin etkilerinin gézlemlenebilmesi igin
biyobelirte¢ olma potansiyellerinin degerlendirilmesidir. Bu calismada ilk defa bu
miRNA’larin dolagimdaki ekspresyon seviyeleri ile SNP’ler ve engellilik skorlari
arasindaki iligkiler ve tedavinin etkileri incelenmistir. Ayrica bu miRNA genlerinde
bulunan SNP’lerin MS hastaligiyla olan iligkisi de Tirk toplumunda ilk kez
calisilmigtir. 400 RRMS ve 400 kontrol katilimecisindan olusan genotipleme grubunda
MIR146A rs2910164, MIR155 rs767649 ve MIR196A2 rs11614913 SNP’lerinin
RRMS hastalig1 ve engellilik skorlartyla; 30 naif (tedavi almayan) RRMS hastasi, 29
fingolimod tedavisi alan RRMS hastas1 ve 30 kontrol katilimcisinin bulundugu
ekspresyon seviyesi grubunda da plazma hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-155-5p ve hsa-
miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin hastalik riski ve tedaviyle arasindaki
iliski incelenmistir. Ayrica SNP’lerin ve plazma rolatif ekspresyon seviyelerinin
hastalarin klinik bilgileriyle iligkisi de incelenmistir. Bu hedeflere ulasmak ig¢in

uygulanmis olan c¢alisma plan1 agagidaki gibidir:

e Kesin RRMS tanist almis bireylerden ve kontrollerden genotipleme grubu i¢in,
bu grubun i¢inde bulunan bir kisim naif RRMS hastasindan, fingolimod
tedavisi alan RRMS hastasindan ve kontrol grubu katilimeisindan da ek olarak
ekspresyon seviyesi grubu i¢in tam kan 6rneklerinin alinmast,

e Genotipleme c¢alismalar1 i¢in kullanilmak {izere alinmis olan tam kan
orneklerinden laboratuvar ortaminda manuel olarak tuzla ¢oktiirme yontemiyle
genomik DNA izolasyonun gerceklestirilmesi,

e Izole edilen DNA’lardan ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real
Time Polymerase Chain Reaction — RT-PCR) metoduyla rs2910164, rs767649

ve rs11614913 SNP’lerin genotiplerinin belirlenmesi,
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Ekspresyon seviyesi grubu i¢in naif RRMS hastalarindan, fingolimod tedavisi
alan RRMS hastalarindan ve kontrol grubu katilimcilarindan alinan tam kan
orneklerinden iki saat igerisinde plazma ayriminin gerceklestirilmesi,

Elde edilen plazma 6rneklerinden RNA izolasyonun gerceklestirilmesi,

RNA orneklerinden ters transkriptaz PCR metoduyla tamamlayicti DNA
(Complementary DNA — cDNA) sentezlenmesi,

Sentezlenen cDNA’lar kullanilarak kantitatif gercek zamanli PCR
(Quantitative Real Time PCR — gRT-PCR) metoduyla plazma hsa-miR-146a-
5p, hsa-miR-155-5p ve hsa-miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi,

SNP genotiplerinin ve alel frekanslarinin RRMS ve kontrol gruplari arasinda
karsilagtirilip bu SNP genotiplerinin MS hastaligina yatkinliktaki roliiniin ve
hastalik riskiyle iligkisinin incelenmesi,

Plazma rolatif ekspresyon seviyelerinin naif RRMS, fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirilip miRNA plazma ekspresyon
seviyelerinin tedavi alma durumu ve hastalik riskiyle iliskisinin incelenmesi,
Hem genotipleme hem de ekspresyon seviyesi calismasi gergeklestirilmis
orneklerle miRNA SNP’lerinin miRNA ekspresyon seviyesi tiizerindeki
etkisinin incelenmesi,

Caligma gruplarina ait demografik bilgilerle ve klinik bulgularla, elde edilen
deneysel sonuglarin aralarindaki iligkinin uygun istatistiksel analiz yontemleri

kullanilarak incelenmesi.
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2. MATERYALLER VE METOTLAR

2.1 Cahsma Gruplar: ve Materyaller

2.1.1 Ornek gruplarinin olusturulmasi

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi 1 No.lu Klinik Aragtirmalar Etik Kurul Baskanligi
tarafindan 01.12.2021 tarihinde oy birligiyle etik agidan uygun bulunan bu ¢alismada
miRNA genleri tizerinde bulunan genetik polimorfizmler MS hastaliginda risk faktorii
olarak incelenmis, bu SNP’lerin plazmadaki miRNA ekspresyon seviyeleri tizerindeki
etkileri ve plazma miRNA ekspresyon seviyelerinin tani ve tedavide ayirict bir
biyobelirteg olabilme potansiyeli degerlendirilmis ve laboratuvar ¢alismalari klinik

kriterlere gore tek kor olarak gergeklestirilmistir (EK-1).

Bu tez kapsaminda genetik polimorfizm ve plazma miRNA ekspresyon seviyesi
calismalar1 gerceklestirilmistir. miRNA genleri {izerinde bulunan SNP’lerin
incelenmesi i¢in kesin RRMS tanist almig 400 hasta ve 400 kontrol bireyin dahil
edildigi biiyiikk bir g¢alisma popiilasyonu olusturulmustur (Grup-1). Grup-1’deki
katilimcilarin genetik polimorfizm c¢aligsmalar1 gerceklestirilmistir. Grup-1 igerisinde
bulunan ve rastgele bir sekilde belirlenen 30 naif (tedavi almayan) RRMS hastasi, 29
fingolimod tedavisi alan RRMS hastas1 ve 30 kontrol bireyin dahil edildigi daha kiigiik
bir grup olusturulmus ve Grup-2 olarak adlandirilan bu grupta plazma miRNA

ekspresyon seviyesi ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.

2.1.1.1 Genetik polimorfizm ¢alismalar icin Grup-1 calisma popiilasyonunun

olusturulmasi

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi MS Poliklinigi’ne bagvuran, 2017 Revize McDonald
Kiriterleri dogrultusunda kesin MS tanis1 almig ve RRMS klinik alt tipine sahip hastalar
arasindan asagida belirtilen dahil edilme kriterlerine uyan goniillii 400 birey Grup-1
icerisindeki hasta grubunu olusturmustur. Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Noroloji

Klinigi’ne bagvurmus fakat MS tanis1 almayan ve diger ndrodejeneratif hastalik kaydi
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bulunmayan goniillii 400 kontrol birey de Grup-1 igerisindeki kontrol grubunu

olusturmustur.

2017 Revize McDonald Kriterleri atak sayisi, lezyon sayisi, hastalik gecmisi ve

dislayici kriterler gibi tan1 igin gerekli bir dizi ilave verinin birlikte degerlendirilmesine

olanak saglamaktadir ve bir Onceki boliimde Cizelge 1.1°de detayli bir sekilde

verilmistir. Grup-1’i olusturan 400 RRMS hastasi ve 400 kontrol birey ¢alismaya dahil

edilme kriterlerinin tamamini karsilayip, dahil edilmeme kriterlerinin de tamamin

dislamistir. Grup-1 i¢in aranan dahil edilme ve dislanma kriterleri asagidaki gibidir:

Hasta grubunda aranan dahil edilme kriterleri:

18 yasindan biiyiik ve 65 yasindan kii¢lik olmasi
2017 Revize McDonald Kriterleri dogrultusunda kesin MS tanis1 almig olmast
RRMS klinik alt tipine sahip olmasi

Calismaya katilmak i¢in goniilliiliik onay1 vermis olmasi

Kontrol grubunda aranan dahil edilme kriterleri:

18 yasindan biiyiik ve 65 yasindan kii¢iik olmasi

Sahip olunan demografik 6zelliklerin hasta grubuyla benzer olmasi

Hastalik gegmisinde MS ve diger nérodejeneratif hastalik teshisi ya da siiphesi
bulunmuyor olmasi

Caligmaya katilmak i¢in goniilliiliik onay1 vermis olmasi

Hasta ve kontrol bireylerin dislanma kriterleri:

Serebrovaskiiler hastalig1 olmasi

Akut enfeksiyon (COVID-19 dahil), atesli hastaliklar veya travma gegirmis
olmasi

Bilinen kdtii huylu hastaliginin olmasi

Romatolojik veya diger otoimmiin hastaliklarinin olmasi

Kardiyovaskiiler olay veya kardiyovaskiiler cerrahi gegmisi olmasi

Bobrek yetmezligi nedeniyle hemodiyaliz, periton diyaliz veya bobrek

transplantasyonu gecirmis olmast
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2.1.1.2 Ekspresyon seviyesi ¢calismalar: icin Grup-2 caliyjma popiilasyonunun

olusturulmasi

Grup-1 igerisinde bulunan ve rastgele bir sekilde belirlenen 30 naif RRMS hastasi, 29
fingolimod tedavisi alan RRMS hastas1 ve 30 kontrol birey Grup2’ye dahil edilmistir.
Grup-2°deki katilimcilarin  plazma miRNA ekspresyon seviyesi ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Rastgele olarak belirlenen bu bireyler i¢in de calismaya dahil
edilme ve dahil edilmeme kriterleri bulunmaktadir. Grup-2’yi olusturan katilimcilar
calismaya dahil edilme kriterlerinin tamamini karsilayip, dahil edilmeme kriterlerinin
de tamamint dislamistir. Grup-2 i¢in aranan dahil edilme ve diglanma kriterleri

asagidaki gibidir:

Naif hastalarda aranan dahil edilme kriterleri:

e 18 yasindan biiyiik ve 65 yasindan kiiciik olmas1

e 2017 Revize McDonald Kriterleri dogrultusunda kesin MS tanis1 almis olmast
e RRMS klinik alt tipine sahip olmasi

e Daha 6nce MS tedavisi almamis olmasi

e Son 3 ayda immiin-diizenleyici ve immiin-baskilayici ilag kullanmamig olmasi
e Son 1 ayda atak ge¢irmemis olmasi

e Herhangi bir atak semptomu gostermemesi

e (Calismaya katilmak icin goniilliiliik onay1 vermis olmasi

Fingolimod tedavisi alan hastalar i¢in ¢alismaya dahil edilme kriterleri:

e 18 yasindan biiyiik ve 65 yasindan kiigiik olmas1

e 2017 Revize McDonald Kriterleri dogrultusunda kesin MS tanis1 almis olmast
e RRMS klinik alt tipine sahip olmasi

¢ Fingolimod tedavisi kullantyor olmasi

e Son 1 ayda atak ge¢irmemis olmasi

e Herhangi bir atak semptomu gostermemesi

e (Calismaya katilmak icin goniilliiliikk onay1 vermis olmasi

47



Kontrol grubu i¢in ¢alismaya dahil edilme kriterleri:

e 18 yasindan biiyiik ve 65 yasindan kii¢iik olmasi

e Sahip olunan demografik 6zelliklerin hasta grubuyla benzer olmasi

e Hastalik gegmisinde MS ve diger ndrodejeneratif hastalik teshisi ya da stiphesi
bulunmuyor olmasi

e (Calismaya katilmak icin goniilliiliikk onay1 vermis olmasi

e Son 3 ayda immiin-diizenleyici ve immiin-baskilayici ila¢ kullanmamis olmasi

Hasta ve kontrol bireylerin diglanma kriterleri:

e Serebrovaskiiler hastalig1 olmasi

e Akut enfeksiyon (COVID-19 dahil), atesli hastaliklar veya travma geg¢irmis
olmasi

¢ Bilinen kétii huylu hastaliginin olmasi

e Romatolojik veya diger otoimmiin hastaliklarinin olmasi

e Kardiyovaskiiler olay veya kardiyovaskiiler cerrahi gegmisi olmasi

e Bobrek yetmezligi nedeniyle hemodiyaliz, periton diyaliz veya bobrek

transplantasyonu ge¢irmis olmast
2.1.2 Laboratuvar ¢calismalari icin tam kan 6rneklerinin toplanmasi

2.1.2.1 Genetik polimorfizm calismalarinin gerceklestirilecegi Grup-1 icin tam

kan orneklerinin toplanmasi

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi MS Poliklinigi’ne bagvuran, bolim 2.1.1.1°de
anlatilan ¢alismaya dahil edilme kriterlerinin tamaminmi1 saglayan, dahil edilmeme
kriterlerinin de tamamin diglayan, arastirmaya katilmaya goniillii ve RRMS klinik alt1
tipine sahip 400 hasta ve MS tanis1 almayan ve diger norodejeneratif hastalik kaydi
bulunmayan 400 kontrol bireyden genetik polimorfizm c¢aligmalarinin
gergeklestirilmesi i¢in 3 mL Na-EDTA’l1 tiiplere tam kan 6rnekleri alinmistir. Alinan
kan ornekleri soguk kutular igerisinde hastaneden Tiirkiye Odalar ve Borsalar Birligi
Ekonomi ve Teknoloji Universitesi (TOBB ETU) Teknoloji Merkezi (TM) 202 no.lu
laboratuvara getirilmis ve DNA izolasyonu deneyi gerceklestirilene kadar -86 °C’de

saklanmustir.
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2.1.2.2 Plazma miRNA ekspresyon seviyesi calismalarinin gerceklestirilecegi

Grup-2 icin tam kan 6rneklerinin toplanmasi

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi MS Poliklinigi’ne bagvuran, bolim 2.1.1.2°de
anlatilan ¢alismaya dahil edilme kriterlerinin tamamini1 saglayan, dahil edilmeme
kriterlerinin de tamamin diglayan, arastirmaya katilmaya goniillii ve RRMS klinik alt1
tipine sahip 400 hasta ve MS tanisi almayan ve diger nérodejeneratif hastalik kaydi
bulunmayan 400 kontrol birey arasindan rastgele bir sekilde belirlenen 30 naif RRMS
hastasi, 29 fingolimod tedavisi alan RRMS hastas1 ve 30 kontrol bireyden plazma
mIiRNA ekspresyon seviyesi ¢aligmalarinin gergeklestirilmesi igin 10 mL 2 adet Na-
EDTA’l1 tiiplere tam kan 6rnekleri alinmigtir. Katilimcilardan alinan tam kan 6rnekleri
en cok 2 saat igerisinde soguk kutularla hastaneden TOBB ETU TM 202 no.lu
laboratuvara getirilmis ve sogutmali santrifiij cihazinda +4 °C’de santrifiij edilerek
plazma fazlar elde edilmistir. Elde edilen plazma fazi1 biyogiivenlik kabininde DNaz
ve RNaz icermeyen 2 mL tiiplerde alikotlanarak bir sonraki deneysel ¢alismaya kadar
-86 °C’de saklanmustir. Santrifiij islemi Hettich Universal 320R (Tuttlingen, Almanya)
sogutmali santrifiij cihazi ile gerceklestirilmistir. Plazma ayirimindan dnce santrifiij
cihazi1 ve biyogiivenlik kabini %70’lik etanol ile dezenfekte edilmis ve RNase away
sollisyonuyla silinmistir. Plazma ornekleri tekrar tekrar dondurulup ¢ézdiiriilmemek
icin tek kullanimlik hacimler seklinde alikotlanmis, ¢ozdiiriiliip kullanilan bir alikot

saklanmak tizere tekrar dondurulmamistir.

2.1.3 Laboratuvar ¢calismalarinda kullanilan malzemeler

Bu tez ¢aligmasinin laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan malzemelerin {iretim yerleri
ve lretici firmalariyla ilgili bilgileri EK-2°de bir liste halinde verilmistir. Kullanilan
malzemelerin tez c¢alismast kapsaminda planlanan laboratuvar caligmalarinda

kullanilmaya elverisli iiriinler olmasina dikkat edilmistir.

2.1.4 Laboratuvar ¢calismalarinda kullanilan cihazlar

Bu tez calismasinin laboratuvar ¢aligmalarinda kullanilan malzemelerin {iretim yerleri

ve Uretici firmalariyla ilgili bilgileri EK-3’te bir liste halinde verilmistir.
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2.1.5 Prob ve primer dizileri

2.15.1 Genetik polimorfizm ¢calismalarinda kullanilan problar ve primerler

RT-PCR metodu ile gerceklestirilen MIR146A rs2910164, MIR155 rs767649 ve
MIR196A2 rs11614913 SNP’lerinin genotipleme ¢alismalar1 icin TagMan SNP
Genotyping Assay (Thermo Fisher, ABD) kitleri kullanilmistir. TagMan genotipleme
kitlerinin igerisinde SNP’nin bulundugu bolgeyi hedefleyen iiretici firma tarafindan
valide edilmis primerler ve SNP’nin her iki aleline 6zgii problar bulunmaktadir. Kitler
iiretici firma tarafindan fonksiyonel olarak test edilmistir. Uretici firma tarafindan
primer dizileri paylasilmayan TagMan SNP genotipleme kitlerine 6zgii ID numaralari

ve prob dizileri Cizelge 2.1 ve 2.2’de verilmistir (URL-9. URL-10 ve URL-11).

Cizelge 2.1: TagMan SNP genotipleme kitlerine ait bilgiler.

Gen SNP TagMan Assay ID Uretici
MIR146A rs2910164 G/C C_ 15946974 10
MIR155 rs767649 T/A C__ 2212229 10 Therﬂ%gs“er’
MIR196A2 | rs11614913 C/T C_31185852_10
Cizelge 2.2: TagMan SNP genotipleme kitlerinin prob dizileri.
SNP Prob Dizisi Kat. No
2910164 | CATGGGTTGTGTCAGTGTCAGACCT[C/G]TGAAATTCAGTTCT
TCAGCTGGGAT
ATATAACACATTATCAAAAACACTG[A/T]CACTTTTCTGAGTG
rs767649 CTCTAATCAGG 4351379
s11614913 | TTTTGAACTCGGCAACAAGAAACTGIC/TICTGAGTTACATCA
GTCGGTTTTCGT

2.1.5.2 Plazma miRNA ekspresyon seviyesi ¢calismalarinda kullamilan primerler

gRT-PCR metodu ile plazmadaki miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p
ekspresyon seviyesi ¢aligsmalar1 gergeklestirilmistir. Bu tez calismasi icin iic hedef
miRNA (hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-155-5p ve hsa-miR-196a-5p), endojen referans
mMIRNA (hsa-miR-16-5p) ve spike-in kontrol (UniSp6) igin kullanimi1 uygun olan
miRCURY LNA miRNA PCR Assay (Qiagen, Almanya) primerleri kullanilmistir.
Plazma ekspresyon seviyesi belirlenen hedef ve kontrol miRNA olgun dizileri ve

kullanilan primerlere ait bilgiler Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.3: Ekspresyon seviyesi ¢alismalarinda kullanilan primer bilgileri.

MiRNA 'f\laot Uretici Olgun miRNA Dizisi ﬁﬂ:’g?
hsa-miR-146a-5p SUGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU | YP00204688
hsa-miR-155-5p SUUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG | YP02119311
hsa-miR-196a-5p | 339306 AQI'rzgi;a SUAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG | YP00204386

hsa-miR-16-5p SUAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG | YP00205702

UniSp6 5'CUAGUCCGAUCUAAGUCUUCGA | YP00203954

2.2 Laboratuvar Calismalar Icin Kullanilan Metotlar
2.2.1 Genotiplerin belirlenmesi icin gerceklestirilen calismalar

2.2.1.1 Tam kan 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu

Genotiplerin belirlenmesi i¢in Lahiri ve Schnabel’in tarif ettigi manuel olarak tuzla
coktiirme yontemi ile tam kan Orneklerinden genomik DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir (Lahiri & Schnabel, 1993). Tam kan numunesinden 750 pL
aliarak 2 mL’lik DNaz/RNaz icermeyen mikrosantrifiij tiiplerine eklenmis ve tizerine
esit hacimde (750 pL) TKM tamponu (10 mM Trizma bazi, 10mM KCI, 4 mM MgCly,
2mM EDTA.H20; pH=7.6) ilave edilerek seyreltilmistir. Homojen bir sekilde
karistirildiktan sonra bu karigimin igerisine 20 pL Triton X-100 eklenmis ve tiipler
kapag1 kapali olarak birkac kez alt iist edilmistir. 10 dk boyunca 1000 g’de sabit a¢ili
rotora sahip santrifiij cthazinda santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmis ve peletin
tizerine 750 uL. TKM eklenerek pelet iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Pelet ¢ozdiiriiliip tlipiin
icinde homojen bir goriintii elde edildikten sonra santrifiij islemi ayni1 kosullar altinda
tekrar edilmistir. Santrifiij sonrasinda olusan pelette goriiniir bir kirmizilik kalmayana
kadar bu islemler tekrar edilmistir. Beyaz bir pelet elde edildikten sonra peletin lizerine
200 pL TKM tamponu eklenmis ve pelet tampon c¢ozelti icerisinde iyice
¢Ozdiiriilmiistiir. Ardindan tiipe 10 pL %10’luk sodyum dodesil stilfat (SDS) ¢ozeltisi
eklenmistir. Daha sonra karisim kuru blok iizerinde 10 dk boyunca 58 °C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda karistmin icerisine soguk ve doymus NaCl
cozeltisinden 75 pL eklenmis, tiipler kapagi kapali bir sekilde birkag kez alt list edilmis
ve +4 °C’de 10 dk boyunca 14000 g’de santrifiij edilmistir. Bu santrifiij isleminden
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sonra tiiplerde olusan faz farkinin kaybolmamasina dikkat edilerek ve dipte olusan
peleti bozmayacak sekilde siipernatanttan yaklasik olarak 300 pL alinip yeni bir 1.5
mL’lik mikrosantrifiij tlipline aktarilmistir. Yeni tiipe, aktarilan slipernatant hacminin
iki kat1 kadar soguk etanol eklenmis ve tiipiin birka¢ kez hizli bir sekilde alt iist
edilmesiyle DNA’nin presipitasyonu saglanmistir. Ardindan -20 °C’de 30 dk boyunca
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra pelet olarak genomik DNA eldesi igin tiipler
+4 °C’de 10 dk boyunca 10000 g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
siipernatant atilmis ve tiiplerin igerisinde kalan etanoliin buharlagsarak ortamdan
uzaklagmasi i¢in tiipler kapagi agik bir sekilde oda sicakliginda bir stire bekletilmistir.
Elde edilen pelet 100 uL Tris-EDTA (TE; 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA.H20;
pH=8.0) tamponunda homojen bir goriintii elde edilene dek ¢ozdiirlilmiistiir. Kuru
blok iizerinde 37 °C’de 3 saatten daha uzun olacak siirede inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonunun siiresi tamamlandiktan sonra elde edilen genomik DNA’lar kalitatif

ve kantitatif analizlerinin ger¢eklestirilmesi i¢in +4 °C’de bir siire bekletilmistir.

2.2.1.2 Genomik DNA’nin kalitesinin ve konsantrasyonun olciilmesi

Manuel olarak tuzla ¢oktiirme yontemi ile izole edilmis olan genomik DNA’nin
kalitatif ve kantitatif analizi Thermo Scientific NanoDrop™ One Microvolume UV-
Vis spektrofotometresi (Wisconsin, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Ol¢iim
islemine baglamadan 6nce cihazin pedallar: distile su yardimiyla temizlenmis ve DNA
peletinin ¢ozdiiriildiigli ¢oziicii olan TE tamponuyla kor (blank) l¢iimii alinmistir.
Blank oOl¢iimii alindiktan sonra cihazin alt pedalina 2 pl. genomik DNA 0Ornegi
yiiklenerek Olctimler gergeklestirilmistir. Cihaz sahip oldugu yazilim sayesinde 230,
260 ve 280 nm’de otomatik olarak dlgiimler alarak DNA ’nin konsantrasyonunu Beer-
Lambert yasasi tlizerinden hesaplamaktadir. Genomik DNA’nin kantitatif analizi
gerceklestirilirken ayn1 zamanda cihaz tarafindan safsizlik orani da belirlenmektedir.
Gerekli saflikta bir DNA 1¢in A260/A280 oranin yaklasik 1.8 civarlarinda olmasi
gerekmektedir. Bu oran 1.8’den daha diisiik ise protein kontaminasyonu, 1.8’den
yiiksek ise RNA kontaminasyonu oldugunu ifade etmektedir (Lucena-Aguilar vd.,
2016). Olgiimler sonucunda miktar1 ve saflik durumu uygun olan numuneler daha

sonraki deneysel siireglerde kullanilana dek -20 °C’de saklanmistir.
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2.2.2 MIR146A rs2910164 G/C, MIR155 rs767649 T/A ve MIR196A2
rs11614913 C/T SNP’lerinin genotipleme ¢alismalar:

MIR146A rs2910164 G/C, MIR155 rs767649 T/A ve MIR196A2 rs11614913 C/T
SNP’lerinin genotipleme calismalar1 i¢cin RT-PCR cihazinda alele 6zgii TagMan
genotipleme kitleri kullanilmigtir. TagMan genotipleme kitlerinin i¢erisinde SNP’nin
bulundugu bolgeyi hedefleyen primerler ve SNP’nin her iki aleline 6zgili problar
bulunmaktadir. Kullanilan SNP genotipleme kitlerinin tiretim yerleri, prob dizileri ve
katalog numaralar1 Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2°de verilmistir. Kitler iiretici firma

tarafindan fonksiyonel olarak test edilmistir.

RT-PCR cihazlar1 ile gergeklestirilen ve TagMan problarmin kullanildigi bu
genotipleme yonteminde tek bir kuyucuk igerisinde PCR reaksiyonu gerceklesirken
genotipleme islemi de gergeklesmektedir. Reaksiyon igeriginde Cizelge 2.4’te
gosterildigi gibi genotipleme ana karigimi, genotipleme kiti ve izole edilmis genomik

DNA bulunmaktadir.

Cizelge 2.4: RT-PCR reaksiyon igerigi.

Icerik 1 Tiip
2X Ampigene Prob Ana Karigimi 5uL
20X TagMan SNP Genotipleme Kiti | 0.5 uL
Genomik DNA 4.5 uL
Toplam 10 pL

Genotipleme ana karisimi icin ENZO marka AMPIGENE qPCR Prob Ana Karsimi
kullanilmistir (Lausen, Isvigre). Ana karisim igerisinde ROX pasif referans boyast,
reaksiyonu gerceklestirecek olan DNA polimeraz enzimi, ANTP’ler ve tampon ¢ozelti
bulunmaktadir. TagMan Genotipleme Kitleri, SNP’nin bulundugu bolgeyi hedetleyen
primerleri ve SNP’nin her iki aleline de 6zgii olan iki farkli tipte prob icermektedir.
Yabanil tip alel ile problardan bir tanesi eslesirken polimorfik alel ile diger prob
eslesmektedir. SNP’nin alellerine 6zgii olan bu problar 5’ ucunda birbirlerinden farkli
olarak ya FAM ya da VIC floresan isaret¢ilerine sahiptir. Her iki floresan isaret¢i de
farkli bir dalga boyunda 1s1ma yapmaktadir. Farkli dalga boylarinda gergeklestirilen
1s1ma sayesinde alel spesifik olarak genotipler belirlenmektedir. Genetik polimorfizm
calismalarinda kullanilan genotipleme kitlerinin FAM ve VIC floresan isaretgilerinin

temsil ettigi aleller Cizelge 2.5’te verilmistir.
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Cizelge 2.5: SNP’lerin FAM ve VIC floresan isaretcilerinin temsil ettigi

aleller.
SNP FAM | VIC
rs2910164 G/C G C
rs767649 T/A T A
rs11614913 C/T T C

TagMan problari, SNP’nin bulundugu bolgeye 6zgii olarak baglanabilen spesifik
tamamlayici dizilere sahip oligoniikleotitlerdir. Her bir probun 5’ ucunda digerinden
farkli bir dalga boyunda 1s1ma yapan floresan isaret¢i (reporter) ve 3’ ucunda bu
floresan isaret¢iyi soniimleyici bir molekiil (quencher) bulunur. Floresan isaretciler
belirli dalga boylarinda 1s1ma yapabilirler ancak yakinlarinda bulunan soniimleyici
molekiil bu 1simayr soniimlemektedir. TagMan problarinin kullanildigi RT-PCR
reaksiyonunda ilk olarak denatiirasyon asamasi gergeklesir. Daha sonra gergeklesen
baglanma asamasinda bolgeye ileri ve geri primerler ve SNP’yi igeren diziye de
SNP’nin alellerine 6zgii TagMan problar1 baglanmaktadir. SNP’nin yabanil ve
polimorfik tip aleline gore farkli floresan isaretgiye sahip prob bdlgeye
baglanmaktadir. Uzama asamasinda ise ekzoniikleaz aktivitesi gosteren DNA
polimeraz soniimleyici molekiilii probdan ayirir. Bu sayede soniimleyicisinden ayrilan
floresan isaret¢i 151ma yapmaya baslar (Sekil 2.1).

Prob 2
ileri Primer Prob 1 @ ; E !@
B () ) m

Geri Primer
18888000

2 N (T/7A) \._‘\‘3
(111 [IERETERELLEE 1 \
" (am
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@i;,,@%’,;@
T AT ‘im;%;‘Iﬂ@mw

Sekil 2.1: TagMan problarinin ¢alisma mekanizmas.
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Gergeklesen her bir dongiiden sonra ortamdaki floresan isaret¢inin yaydigi sinyal
Olciilerek kaydedilir. PCR dongiisii tamamlandiktan sonra ortamdaki floresan sinyali
Olctilerek calisilan O6rneklerin genotipleri RT-PCR cihazinin sahip oldugu yazilim
tarafindan otomatik olarak belirlenmektedir. Genotipler sinyal tek bir floresan
isaretgiden gelirse homozigot yabanil veya polimorfik, her iki igaretciden de gelirse
heterozigot olarak belirlenmektedir. Cihaz yazilimi tarafindan olusturulan alelik
dagilim haritasinda da tiim 6rnekler bir arada goriintiilenebilmektedir. Bu haritanin
eksenlerini SNP’nin alelleri olusturmaktadir. X ekseni FAM boyasindan gelen sinyalin
pasif referans boyadan (ROX) gelen sinyale gore normalize edilmis sinyal
yogunluguna; Y ekseni ise VIC boyasindan gelen sinyalin ROX boyasindan gelen
sinyale gore normalize edilmis sinyal yogunluguna karsilik gelmektedir. Boylelikle
homozigot yabanil ve polimorfik tipe sahip olan ornekler eksenlere yakin olacak
sekilde dagilirken heterozigot tipe sahip Ornekler ise grafigin orta kisminda dagilim

gostermektedir.

2.2.2.1 MIR146A rs2910164 G/C icin genotipleme

MIR146A rs2910164 G/C SNP’nin genotipleme c¢aligmasi i¢in kullanilan TagMan
SNP genotipleme kitinin liretim yeri, prob dizisi ve katalog numarasi Cizelge 2.1 ve
Cizelge 2.2°de verilmistir. Kit iiretici firma tarafindan fonksiyonel olarak test
edilmistir. Reaksiyon karisimi Cizelge 2.4’te gosterildigi gibi genotipleme ana

karigimi, genotipleme kiti ve izole edilmis genomik DNA’dan olugsmaktadir.

Genomik DNA oOrneklerinin farkli konsantrasyonlarda bulunmasi reaksiyon
sonucunda elde edilen sinyal araligini ve yogunlugunu etkileyecegi i¢in tiim drneklerin
reaksiyona girmeden Once konsantrasyonlarinin esitlenmesi gerekmektedir. Bu
ylizden genotipleme calismasina baslamadan once tiim DNA o6rnekleri steril su ile
seyreltilmistir. Son konsantrasyon kit {lireticisinin dnerdigi reaksiyon hacmi (4.5 pL)
ve genomik DNA miktarina (1-20 ng araliginda) gore hesaplanmistir. Her bir 6rnek
icin 8 ng genomik DNA kullanilmasina karar verilmis, genotipleme ¢alismasi 1.8

ng/uL sabit konsantrasyon ile gerceklestirilmistir.

Toplam reaksiyon hacmi Cizelge 2.4’te 1 tiip icin verilen reaksiyon igerigi hacimleri
calisilacak numune sayisiyla carpilarak hesaplanmis ve steril 1.5 mL’lik tlipte

hazirlanmigstir. Tiipiin igerisine dnce genotipleme ana karisimi daha sonra da TagMan
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SNP genotipleme kiti eklenmis ve vorteks yardimiyla homojen bir sekilde
karistirtlmistir. Reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra 96 kuyulu plakanin her bir
kuyusuna esit miktarda (5.5 pL) dagitilmistir. Plakanin yiliklemesi buz {izerinde
yapilmis ve reaksiyon karistimimin isiktan etkilenmemesi igin 1.5 mL’lik tiip
aliminyum folyo ile sarilmistir. Plakanin kuyucuklarina reaksiyon karigimi
dagitildiktan sonra son kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 4.5 pL seyreltilmis genomik
DNA o6rnekleri yiiklenmistir. Son kuyucuga negatif kontrol (Negative template control
— NTC) olmas1 amaciyla genomik DNA 6rnegi yerine steril su eklenmistir. Yiikleme
islemi tamamlandiktan sonra plakanin {ist yiizeyi optik yapiskan bir koruyucu (seal)
ile kapatilmigtir. Kapatma islemi yapilirken seffaf koruyucu ylizeye dokunulmamasina
dikkat edilmistir. Ardindan plakalar +4 °C’de 2 dk boyunca 550 g’de (2000 rpm)
santrifiijlenmistir. Daha sonra plaka StepOne Plus RT-PCR cihazina (Woodlands,
Singapur) yerlestirilmis, cihazin yazilimi olan StepOne SoftWare 2.3 iizerinde Cizelge

2.6’da verilen reaksiyon dongiisii kurulmus ve baglatilmistir (Sekil 2.2).

Cizelge 2.6: Genotipleme ¢alismasi i¢in kurulan reaksiyon dongiisii.

Basamaklar Sicakhik Siire | Dongii Sayisi
PCR Oncesi Okuma 60 °C 30 saniye | Tek Adim
DNA Polimeraz Aktivasyonu 95°C 10 dk Tek Adim
Denatiirasyon 95°C 15 saniye 40 Déngii
Baglanma ve Uzama 60 °C 1dk
PCR Sonrasi Okuma 60 °C 30 saniye | Tek Adim

PCR Oncesi Okuma [ DNA Pol. Aktivasyonu Denatiirasyon, Baglanma ve Uzama PCR Sonrasi Okuma

100—

— P g -
=] 7 5

50— m

15t

Adim1 Adim1 Adim 1 Adim 2 Adim 1
— —

Sekil 2.2: Genotipleme ¢aligmasi i¢in RT-PCR cihazinda kurulan program.
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PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra floresan isaretcilerden gelen sinyallere gore
numunelerin genotipleri yazilim tarafindan otomatik olarak belirlenmektedir.
Homozigot yabanil tip (GG) genotipine sahip érneklerde FAM boyasi sinyal verirken
homozigot polimorfik tip (CC) genotipine sahip 6rneklerde VIC boyasi sinyal
vermektedir. Heterozigot (GC) genotipine sahip 6rneklerde ise hem FAM hem VIC
boyasi sinyal vermektedir. Sekil 2.3’te numunelerden gelen sinyal yogunluguna gore

yazilim tarafindan otomatik olarak olusturulan alelik dagilim haritas1 verilmistir.

oe
[

03

B 03 05 07 08 11 1.3
C
Homozigot G/G  Heterozigot G/C Homozigot C/C

Sekil 2.3: 152910164 G/C SNP’sine ait RT-PCR sonucunda elde edilen alelik
dagilim haritasi.

MIR146A rs2910164 G/C SNP’si igin olusturulan alelik dagilim haritasinda dikey
eksen G aleline, yatay eksen ise C aleline karsilik gelmektedir. Dikey eksene yakin bir
sekilde birikmis olan mavi daireler GG genotipine, yatay eksene yakin bir sekilde
birikmis olan kirmizi daireler CC genotipine ve eksenlerin ortasinda biriken yesil
daireler ise GC genotipine sahip bireyleri ifade etmektedir. Haritanin baslangi¢
noktasinin yakinlarinda bulunan siyah kare ise NTC’ye karsilik gelmektedir ve sinyal
alimmamis olmast reaksiyon karigiminda herhangi bir kirlilik durumuna

rastlanilmadigini ifade etmektedir.
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2.2.2.2 MIR155 rs767649 T/A icin genotipleme

MIR155 rs767649 T/A SNP’nin genotipleme ¢alismasi i¢in kullanilan TagMan SNP
genotipleme kitinin {iretim yeri, prob dizisi ve katalog numarasi Cizelge 2.1 ve Cizelge
2.2’de verilmistir. Kit iiretici firma tarafindan fonksiyonel olarak test edilmistir.
Reaksiyon karisimi Cizelge 2.4’te gosterildigi gibi genotipleme ana karigimi,

genotipleme kiti ve izole edilmis genomik DNA’dan olugmaktadir.

Calismada kullanilacak olan genomik DNA’larin farkli konsantrasyonlarda olmasi
durumunda karsilasilabilecek problemler, hangi yonergeler dogrultusunda ne sekilde
seyreltildigi  bolim 2.2.2.1°de anlatilmistir. MIR155 15767649 T/A SNP’si
genotipleme caligmalart i¢in de daha Onceden seyreltilmis ve konsantrasyonlari

esitlenmis genomik DNA 6rnekleri kullanilmistir.

Reaksiyon karisimi hazirligt ve 96 kuyucuklu plaka yiiklemesi boliim 2.2.2.1°de
anlatildig1 gibi gerceklestirilmistir. Daha sonra yiiklemesi tamamlanan plaka RT-PCR
cihazina yerlestirilmis, yazilim iizerinden Cizelge 2.6’da verilen reaksiyon dongiisii

kurulmus ve baslatilmistir (Sekil 2.2).

PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra floresan isaretcilerden gelen sinyallere gore
numunelerin  genotipleri yazilim tarafindan otomatik olarak belirlenmektedir.
Homozigot yabanil tip (TT) genotipine sahip 6rneklerde FAM boyasi sinyal verirken
homozigot polimorfik tip (AA) genotipine sahip oOrneklerde VIC boyasi sinyal
vermektedir. Heterozigot (TA) genotipine sahip drneklerde ise hem FAM hem VIC
boyasi sinyal vermektedir. Sekil 2.4’te numunelerden gelen sinyal yogunluguna gore

yazilim tarafindan otomatik olarak olusturulan alelik dagilim haritas1 verilmistir.

MIR155 rs767649 T/A SNP’si i¢in olusturulan alelik dagilim haritasinda dikey eksen
T aleline, yatay eksen ise A aleline karsilik gelmektedir. Dikey eksene yakin bir
sekilde birikmis olan mavi daireler TT genotipine, yatay eksene yakin bir sekilde
birikmis olan kirmizi1 daireler AA genotipine ve eksenlerin ortasinda biriken yesil
daireler ise TA genotipine sahip bireyleri ifade etmektedir. Haritanin baslangi¢
noktasinin yakinlarinda bulunan siyah kare ise NTC’ye karsilik gelmektedir ve sinyal
alinmamig olmast reaksiyon karigiminda herhangi bir kirlilik durumuna

rastlanilmadigini ifade etmektedir.
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Sekil 2.4: rs767649 T/A SNP’sine ait RT-PCR sonucunda elde edilen alelik
dagilim haritas:.

2.2.2.3 MIR196A2 rs11614913 C/T i¢in genotipleme

MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’nin genotipleme caligmasi i¢in kullanilan TagMan
SNP genotipleme kitinin {iretim yeri, prob dizisi ve katalog numarasi Cizelge 2.1 ve
Cizelge 2.2°de verilmistir. Kit {iretici firma tarafindan fonksiyonel olarak test
edilmistir. Reaksiyon karisimi Cizelge 2.4’te gosterildigi gibi genotipleme ana

karigimi, genotipleme kiti ve izole edilmis genomik DNA’dan olugsmaktadir.

Caligmada kullanilacak olan genomik DNA’larin farkli konsantrasyonlarda olmasi
durumunda karsilagilabilecek problemler, hangi yonergeler dogrultusunda ne sekilde
seyreltildigi bolim 2.2.2.1°de anlatilmistir. MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’si
genotipleme caligmalar1 i¢in de daha Onceden seyreltilmis ve konsantrasyonlari

esitlenmis genomik DNA ornekleri kullanilmistir.

Reaksiyon karisimi hazirligt ve 96 kuyucuklu plaka yiiklemesi bolim 2.2.2.1°de
anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir. Daha sonra yiiklemesi tamamlanan plaka RT-PCR
cihazina yerlestirilmis, yazilim {izerinden Cizelge 2.6’da verilen reaksiyon dongiisii

kurulmus ve baslatilmistir (Sekil 2.2).
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PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra floresan isaret¢ilerden gelen sinyallere gore
numunelerin  genotipleri yazilim tarafindan otomatik olarak belirlenmektedir.
Homozigot yabanil tip (CC) genotipine sahip drneklerde VIC boyasi sinyal verirken
homozigot polimorfik tip (TT) genotipine sahip 6rneklerde FAM boyasi sinyal
vermektedir. Heterozigot (CT) genotipine sahip 6rneklerde ise hem VIC hem FAM
boyasi sinyal vermektedir. Sekil 2.5’te numunelerden gelen sinyal yogunluguna gore

yazilim tarafindan otomatik olarak olusturulan alelik dagilim haritas1 verilmistir.
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Sekil 2.5: rs11614913 C/T SNP’sine ait RT-PCR sonucunda elde edilen alelik
dagilim haritasi.

MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’si i¢in olusturulan alelik dagilim haritasinda dikey
eksen T aleline, yatay eksen ise C aleline karsilik gelmektedir. Dikey eksene yakin bir
sekilde birikmis olan mavi daireler TT genotipine, yatay eksene yakin bir sekilde
birikmis olan kirmizi daireler CC genotipine ve eksenlerin ortasinda biriken yesil
daireler ise CT genotipine sahip bireyleri ifade etmektedir. Haritanin baglangic
noktasinin yakinlarinda bulunan siyah kare ise NTC’ye karsilik gelmektedir ve sinyal
alimmamis olmas1 reaksiyon karigiminda herhangi bir kirlilik durumuna

rastlanilmadigini ifade etmektedir.
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2.2.3 Plazma miRNA ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

Plazma miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi i¢in qRT-PCR yéntemi kullanilmistir. Oncelikle naif RRMS
hastalarindan, fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarindan ve kontrol grubu
katilimcilarindan alinan tam kan 6rneklerinden plazma ayirimi gergeklestirilmis, daha
sonra elde edilen plazma numunelerinden total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Total RNA izolasyonu miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak gerceklestirilmistir. izole edilen RNA’larin kantitatif ve kalitatif analizi
spektrofotometrik yontemler ile gergeklestirilmis ve uygun olan drneklerden ters
transkriptaz PCR metoduyla cDNA sentezlenmistir. Plazmadan izole edilen total RNA
orneklerinden sentezlenen cDNA’lardan qRT-PCR metodu kullanilarak hedef
miRNA’larin ve referans kontroliin ifade seviyeleri belirlenmistir. qRT-PCR
yonteminde drneklerden gelen sinyal miktar1 ortamda olusan {iriin miktar1 ile dogru
orantili olarak artis gostermektedir ve cihaz tarafindan Ol¢iilmektedir. Bu ¢alisma
grubunda sinyal saglayicis1 olarak SYBR Green boyasi kullanilmistir. SYBR Green
boyasi ¢ift zincirli DNA oluklarina yerlestigi zaman floresan sinyal veren bir floresan
isaretcisidir. PCR reaksiyonu ger¢eklestik¢e ortamda hedef bolgenin miktar1 artmakta
ve artan cift zincirli DNA fragmentleriyle paralel olacak sekilde olgiilen sinyalin
yogunlugu da artis gostermektedir. Hedef miRNA’larin ifade seviyeleri referans
miRNA’ya gore normalize edildikten sonra, ekspresyon seviyesi c¢aligmasi
gerceklestirilen her bir 6rnegin rolatif ekspresyon seviyesi Livak ve Schmittgen’in

tarif ettigi 2744

metodu kullanilarak her bir hedef miRNA i¢in ayrica hesaplanmistir
(Livak & Schmittgen, 2001). 22 metodu kullanilarak rolatif ekspresyon seviyesinin

nasil belirlendigi boliim 2.2.3.5’te ayrintili bir sekilde agiklanmistir.

2.2.3.1 Tam kan 6rneklerinden plazma eldesi

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi MS Poliklinigi’nden alinan tam kan 6rnekleri en geg
2 saat igerisinde, hemolizin ve bozulmanin 6nlenmesi i¢in soguk kutularda sabitlenmis
bir sekildle TOBB ETU TM 202 no.lu laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara
getirildikten sonra 10 mL’lik 2 adet EDTA’11 tiipte bulunan tam kan 6rnekleri +4 °C’de
10 dk boyunca 1900 g’de santriflij edilmistir. Bu sekilde tam kandan elde edilen

plazma fazlar1 biyogiivenlik kabini icerisinde 2 mL’lik DNaz/RNaz igermeyen
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mikrosantrifiij tiiplerine alinmis ve saflastirilmak igin +4 °C’de 10 dk boyunca 16000
g’de bir kez daha santrifiij edilmistir. Daha sonra plazma Ornekleri tek seferde
kullanilacak hacimlerde alikotlanarak RNA izolasyonu ¢alismalarina kadar -86 °C’de

saklanmustir.

2.2.3.2 Plazmalardan total RNA izolasyonu

Bir dnceki boliimde tarif edildigi gibi elde edilen plazma 6rneklerinden kolon bazli bir
metoda sahip olan miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Total RNA izolasyonu i¢in kit
tireticisinin onerdigi ve laboratuvarimizda modifiye edilerek optimize edilen prosediir
uygulanmistir. Kit kullanim kilavuzunda da 6nerildigi tizere 200 pL plazma 6rnegi oda
sicakliginda ¢ozdiiriiliip birkag kez alt {iist edildikten sonra 2 mL’lik DNaz/RNaz
icermeyen mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir. Plazma numunesinin igerisine
RNA’larin ¢6kmesine yardimci olan ve kisa uzunlukta ya da diisilk miktarda RNA
iceren drneklerle yapilan ¢aligmalarda kullanilan carrier RNA’dan 1.9 uL eklenmis ve
tiip hafifce karistirilmistir. Daha sonra tiipiin i¢indeki hacmin 5 kat1 (1000 pL) kadar
Qiazol eklenmistir. Homojen bir goriintii elde edilene dek tiipler vorteks yardimiyla ve
el ile alt iist edilerek iyice karistirllmistir. Ardindan faz ayriminin saglanmasi igin
tiiptin icerisine 300 pL kloroform eklenmis, olusan karisim vorteks yardimiyla ve el
ile alt Ust edilerek, yaklasik 10 dk boyunca, tiipiin igerisinde homojen bir goriintii elde
edilene kadar iyice karistirilmistir. Homojen bir goriintii elde edildikten sonra
sogutmal1 santrifiij cihazinda +4 °C’de 15 dk boyunca 12000 g’de santrifiij edilerek
tiip igerisinde faz ayrimi saglanmistir. Fazlarina ayrilmis karigimin en iistiinde bulunan
berrak siipernatant fazindan dikkatli bir sekilde yaklasik 600 pL alinmig ve yeni bir 2
mL’lik DNaz/RNaz i¢ermeyen mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Ayrilan bu
slipernatant hacminin igerisine spike-in olarak kullanilacak olan sentetik UniSp6°dan
3.5 uL, tiip icerisindeki hacmin 1.5 kat1 (900 pL) kadar da saf etanol eklenmis ve tiip
birka¢ kez alt iist edilerek karistirilmistir. Daha sonra tiipiin i¢cindeki hacimden 700
uL’yi gegmeyecek sekilde bir miktar karisim alinarak miRNeasy MinElute Spin
Column tiipiine aktarilmis ve kolonlu tiipler oda sicakliginda 15 saniye boyunca 8000
g’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda toplama tiipiinde biriken atik sivi atiga
dokiilmiistiir. Saf etanolle karistirilan siipernatant karisimi bitene kadar ayni kolonlu

tiip i¢in bu asama tekrar edilmistir. Ardindan yikama islemi i¢in kolona kit igeriginde
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bulunan RWT Buffer’dan 700 pL eklenmis ve tiip oda sicakliginda 15 saniye boyunca
8000 g’de santrifiij edilmistir. Yine toplama tiipliniin dibinde biriken atik siv1 atiga
dokiilmiis ve kolona kit igeriginde bulunan RPE Buffer’dan 500 uL eklenerek aym
kosullar altinda santrifiij edilmistir. Daha sonra presipitasyon i¢in kolona taze
hazirlanmis %80°1ik etanolden 700 uL eklenmis ve tiip oda sicakliginda 2 dk boyunca
8000 g’de santrifiij edilmistir. Toplama tiipiiniin dibinde biriken atik sivi atiga
dokiildiikten sonra bu islem bir kez daha tekrar edilmistir. Ikinci santrifiijiin sonunda
kolonlu tiipiin atik toplama tiipii de atilmis, yeni bir toplama tiipii takilmis ve kolona
herhangi bir sey eklenmeden tiip oda sicakliginda 5 dk boyunca 14100 g’de santrifiij
edilmistir. Santrifiijj sonrasinda kolon 1.5 mL’lik yeni bir tiipe yerlestirilmistir.
Kolonun c¢eperlerine temas etmeden, direk merkezdeki filtre kismma 16 uL
DNaz/RNaz icermeyen saf su eklenmis ve 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra 6rnekler 1 dk boyunca 14100 g’de santrifiij edilmistir. Bu islem
1.5 mL’lik tiipiin igerisinde biriken ¢oziinmiis RNA’nin konsantrasyonunu arttirmak
i¢in bir kez daha tekrar edilmistir. Tekrar edilirken kolona 1.5 mL’lik toplama tiipiinde
biriken siv1 eklenmis, 5 dk boyunca inkiibe edilmis ve ayn1 kosullar altinda santrifiij
edilmistir. Santrifiijj sonunda kolonlar atiga atilmis, izole edilen RNA Ornekleri
kalitatif ve kantitatif analizlerinin gergeklestirilmesi i¢in buz kutularina

yerlestirilmistir.

2.2.3.3 Total RNA’mn kalitesinin ve konsantrasyonun ol¢iilmesi

Plazmadan kolon bazl1 bir metoda sahip olan miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit
(Qiagen, Almanya) kullanilarak izole edilen total RNA’nin kalitatif ve kantitatif
analizi Thermo Scientific NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis spektrofotometresi
(Wisconsin, ABD) kullanilarak gercgeklestirilmistir. Kolon bazli kitler kullanilarak
izole edilen RNA oOrnekleri igerisinde sik olarak guanidin, fenol ve EDTA gibi
kimyasal ajanlardan veya protein kalintilarindan kaynaklan kontaminasyonlar
goriilmektedir. Safsizliga neden olabilen bu ajanlar 230-280 nm dalga boylar1 arasinda
ve niikleik asitler ise 260 nm dalga boyunda maksimum absorbans degerine sahiptir.
Cihaz hem izole edilen RNA’nin konsantrasyonunu hem de kalitesini belirlemek i¢in
bu aralig1 kapsayacak sekilde 6l¢iim islemini gerceklestirmektedir. Olgiim islemine
baslamadan Once cihazin pedallar1 distile su yardimiyla temizlenmis ve RNA’nin

¢ozdiiriildiigii saf su ile blank dl¢iimii alinmistir. Blank 6l¢iimii alindiktan sonra RNA
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orneklerinden 2 pL alinarak Slgiimler gergeklestirilmistir. RNA konsantrasyonlar
Beer-Lambert yasasina uygun bir sekilde cihaz tarafindan otomatik olarak
hesaplanmistir. Olgiim sonucunda cihaz tarafindan belirlenen kontaminasyonlar ve
A260/280, A230/260 oranlar1 dikkate alinmistir. A260/280 oran1 protein
kontaminasyonu hakkinda yorum yapilmasini saglar ve yaklasik 2.0 degerinde olmas1
RNA orneklerinin protein kontaminasyonu bakimindan temiz oldugunu gosterir.
A260/230 orani ise kimyasal kontaminasyonu hakkinda yorum yapilmasini saglar ve
2.0-2.2 araliginda olmast RNA oOrneklerinin kimyasal kontaminasyonu bakimindan
temiz oldugunu gosterir (Lucena-Aguilar vd., 2016). Guanidin kontaminasyonu 100
mM’a kadar kabul edilmis, guanidin kontaminasyonu 100 mM’1n {izerinde olan veya
fenol kontaminasyonu bulunan 6rneklerin plazmadan total RNA izolasyonu tekrar
edilmistir. Olgiimler sonucunda miktar1 ve saflik durumu uygun olan numuneler

sonraki deneysel siireglerde kullanilana dek -86 °C’de saklanmustir.

2.2.3.4 Ters transkriptaz PCR metodu ile cDNA sentezi

Konsantrasyonu ve kalitesi uygun RNA orneklerinden qRT-PCR yontemi ile hedef
miRNA ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in ¢ift zincirli cDNA elde edilmelidir.
Bunun i¢in ters transkriptaz PCR teknigi kullanilmistir. Ters transkriptaz PCR yontemi
mIRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. Deney
prosediirii iretici markanin 6nerdigi protokole paralel olarak gergeklestirilmistir. Tiim
orneklerin cDNA sentezi sabit miktarda (100 ng) RNA ile gerceklestirilmistir. Cizelge
2.7’de cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi icerigi ve karisimi olusturan

tirtinlerin 1 tiip i¢in gerekli olan miktarlart verilmistir.

Cizelge 2.7: cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon igerigi.

Igerik 1 Tiip
5X SYBR Green Tamponu 24 uL
10X miRCURY Ters Transkriptaz Enzimi 1.2 uL
DNaz/RNaz Icermeyen Su Degisken
RNA (100 ng) Degisken
Toplam 12 pL

Tiiplere dnce DNaz/RNaz igermeyen su eklenmis, daha sonra reaksiyon karigimi
Cizelge 2.7°de 1 tiip i¢in verilen reaksiyon icerigi hacimlerinden ¢aligilacak numune

sayisina gore toplam reaksiyon hacmi hesaplanarak, buz iizerinde ayri1 bir tiipte
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hazirlanmistir. Olusturulan reaksiyon karisimi vorteks ile hafifce karistirilmis ve her
tiipe esit hacimde (3.6 uL) dagitilmistir. Daha sonra igerisinde su ve reaksiyon karigimi
bulunan tiiplere, su miktarinin hesaplandigi 6rnek karsilik gelecek sekilde RNA
ornekleri eklenmistir. Hazirlanan tiipler vorteksle hafifce karistirilip spin edildikten
sonra Cizelge 2.8’de verilen program altinda Eppendorf Mastercycler® Nexus PCR
cihazina (Miinih, Almanya) yerlestirilmistir. Reaksiyon bitiminde cDNA’ler esit
hacimlerde alikotlanmis ve gRT-PCR c¢alismasinda kullanilana dek -20 °C’de

saklanmustir.

Cizelge 2.8: Ters transkripsiyon PCR i¢in kurulan reaksiyon programi.

Basamaklar Sicaklik Siire
Ters transkripsiyon 42 °C 60 dk
Reaksiyonun sonlandirilmasi 95 °C 5 dk
Muhafaza kosullar 4°C ---

2.2.3.5 mikroRNA’larin ekspresyon seviyelerinin Kkantitatif es zamanh PCR

yontemi ile belirlenmesi

Bu tez ¢aligmasinda hasta ve kontrol gruplarinda ti¢ hedef miRNA olan hsa-miR-146a-
5p, hsa-miR-155-5p ve hsa-miR-196a-5p’nin, endojen referans miRNA olan hsa-miR-
16-5p’nin ve spike-in kontrol olan sentetik UniSp6’nin ekspresyon seviyeleri qRT-
PCR yontemiyle belirlenmistir. Bu ¢alisma miRCURY LNA miRNA SYBR Green
PCR Kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. Plazma ekspresyon
seviyesi belirlenen hedef ve kontrol miRNA olgun dizileri ve kullanilan primerlere ait

bilgiler Cizelge 2.3’te verilmistir.

gqRT-PCR c¢alismast icin kit {ireticisinin 6nerdigi prosediir uygulanmstir. Ilk olarak
daha Once sentezlenmis ve alikotlanmis olan ¢cDNA ornekleri 18 pL saf su ile
seyreltilmistir. Daha sonra toplam reaksiyon hacmi Cizelge 2.9’da 1 tiip i¢in verilen
reaksiyon igerigi hacimleri c¢alisilacak numune sayisiyla carpilarak hesaplanmis ve
reaksiyon karistmi her bir miRNA i¢in kendine 6zgli primerler kullanilarak buz

tizerinde ayr tiipler icerisinde hazirlanmistir.

Reaksiyon karisimi daha 6nce olusturulmus olan plaka tasarimina gére 96 kuyucuklu
plakanin kuyularina esit hacimde (7 pL) dagitilmistir. Daha sonra plaka tasarimina

uygun olarak kuyucuklara 3 pL seyreltilmis cDNA’ler dublike sekilde yiiklenmistir.
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Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra plakanin {ist yiizeyi seal ile kapatilmistir.
Kapatma islemi yapilirken seffaf koruyucu yilizeye dokunulmamasina dikkat
edilmistir. Ardindan plakalar +4 °C’de 2 dk boyunca 550 g’de (2000 rpm)
santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi tamamlaman plakalar StepOne Plus RT-PCR
cihazina (Woodlands, Singapur) yerlestirilmis, cihazin yazilimi olan StepOne
SoftWare 2.3 iizerinde Cizelge 2.10°da verilen reaksiyon dongiisii kurulmus ve

baslatilmistir (Sekil 2.6).

Cizelge 2.9: qRT-PCR reaksiyon igerigi.

Icerik 1 tiip
RNAse/DNAse icermeyen su 0.5 uL
ROX Boyasi 0.5 pL
2X miRCURY SYBR Green Karisimi 5 uL
Ileri ve Geri Primerler 1 pL
cDNA 3ul
Toplam 10 pLL

Cizelge 2.10: gRT-PCR igin reaksiyon dongiisii programi.

Basamaklar Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Aktivasyonu 95°C 2 dk Tek adim
Denatiirasyon 95°C 10 saniye 40 Dongii
Baglanma ve Uzama 56 °C 60 saniye 40 Dongii
Erime Egrisi 60-95 °C Her 0.3 °C’de bir
Baslangic Aktivasyonu Denatiirasyon, Baglanma ve Uzama Erime Egrisi Asamasi
Dangii Sayise Siirekli Dingii sonunda durdur
Drodeltay: Etkinlestir
Baslangig Dongiisii:
1004
— — —
=
759 /-
led
50 [_uﬁl
25
o Adim 1 Adim1 Adim 2 Adim 1 Adim 2 Adim 3

Sekil 2.6: gRT-PCR i¢in RT-PCR cihazinda kurulan dongii programa.

66



gRT-PCR calismast sonucunda reaksiyonu gerceklesen {iriinlerin 6zgiilliigiiniin
degerlendirilebilmesi i¢in erime egrisi analizi gerceklestirilmelidir. Bu yiizden her bir
calismanin sonuna erime egrisi analizleri eklenmis ve 60-95 °C araliginda her 0.3
°C’de bir 6l¢iim alinarak olusturulan egrime egrisi grafigi olusturulmustur (Sekil 2.7).
Reaksiyonu gerceklesen iiriinlerin belirli bir derecede tek bir tepe noktasina sahip
olmasi bu iirtinlerin 6zgiil oldugu anlamina gelmektedir. Erime egrisi analizlerine gore
gRT-PCR c¢alismasi yapilan tiim numunelerin hedef ve kontrol miRNA’lar1 i¢in 6zgiil

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 2.7: Ekspresyon seviyesi ¢aligmalarinda kullanilan primerlerin erime
egrisi sonuglar1 (A) ve bu calismada elde edilen amplifikasyon egrileri (B).

Reaksiyon gerceklestikge Uiriin miktar ile orantili olarak artan sinyal yogunlugunun
sabit bir degere ulastig1 dongii sayisina dongii esigi (Cycle thresholde — Ct) adi verilir.
Her bir numunenin Ct degeri cihaz tarafindan otomatik olarak tespit edilmistir. Dublike
olarak gergeklestirilen calismalarda bir 6rnegin Ctdegeri o 6rnege ait Ctdegerlerinin
ortalamasiyla hesaplanmaktadir. Hasta ve kontrol gruplarinda bulunan tiim 6rneklerin
Ct degerleri hesaplandiktan sonra her bir 6rnegin rolatif ekspresyon seviyesi 2744
metoduna gére hesaplanmustir. Ilk olarak tiim gruplardaki érneklerin hedef miRNA C
degerlerinden endojen referans miRNA’nin C; degeri ¢ikarilmis ve her bir 6rnek i¢in
ACtdegeri hesaplanmistir. Hesaplanan AC; degerlerinin kontrol grubu i¢in ortalamasi
alimmistir. Ardindan naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS hasta grubundaki
her bir bireyin AC; degerinden kontrol grubunun ortalama ACt degeri ¢ikartilarak her
ornek i¢in AAC: degeri hesaplanmistir. Hesaplanan AAC: degerinin dnce negatifi daha
sonra da 2 tabanindaki iistel degeri alinarak orneklerin rolatif ekspresyon seviyeleri

belirlenmistir (Livak & Schmittgen, 2001).
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ACt=Ct (Hedef miRNA) 'Ct (Referans miRNA)

AACt:ACt (Hasta) ’Act (Kontrol ortalama)

Rolatif Ekspresyon Seviyesi= 278G

2.2.4 Istatistiksel ve in silico analizlerin gerceklestirilmesi icin kullamlan

metotlar

Siirekli degigkenlerin (yas, plazma miRNA ekspresyon seviyeleri, hastalik stiresi, lipit
parametreleri, D vitamini seviyeleri, vb.) normallik testleri gruplarda 25°ten fazla
katilimer oldugu i¢in Kolmogorov-Smirnov testi ile yapilmistir. Normallik testi
sonucunda P>.05 olmasi o parametrenin incelendigi grupta normal dagilan bir
parametre oldugunu gostermektedir (Aggarwal & Ranganathan, 2016). Normal
dagilim gosteren parametrelerin ikili gruplar arasi karsilagtirmalarinda bagimsiz
orneklem t-testi, ikiden fazla grup arasi karsilastirmalarinda ANOVA testleri
kullanilmistir. Levene varyans homojenite testi sonuglarina gore gruplarin
varyanslarinin homojen dagildigi durumda (P>.05) one-way ANOVA uygulanmis,
anlamli ¢ikan sonuglarin post-hoc analizi Bonferroni testi ile gerceklestirilmistir.
Varyanslarin homojen dagilmadigi durumda ise (P<.05) Welch ANOVA kullanilmis
ve anlamli ¢ikan sonuglarin post-hoc analizi Games-Howell testi ile
gerceklestirilmistir.  Normal  dagilim  gostermeyen  parametrelerin  ikili
karsilagtirmalarinda Mann-Whitney U testi kullanilirken ikiden fazla grup arasi
karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis H testi kullanilmistir. Coklu gruplar arasi
karsilastirma sonuglar1 anlamli ¢ikan parametrelerin ikili gruplar arasi karsilastirmasi
i¢in post-hoc analizleri Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir (Meissinger &
Bekey, 1966).

Cinsiyet, alel frekansi, genotipler, hizli ve yavas progresyon gibi kategorik
degiskenlerin analizinde Pearson y? testi kullanilmistir. Genotip ve alel frekansi
analizleri gercgeklestirilmeden once hasta ve kontrol gruplarindaki gézlemlenen ve
beklenen genotip dagilimlarinin Hardy-Weinberg dengesine uyum gdsterip
gostermedigi kontrol edilmistir. Ardindan olasilik oran1 (Odds ratio — OR) ve giiven
aralig1 (Confidence interval — CI), y? testi ile de P degerleri hesaplanmistir. Ayrica,

alel frekanslar1 ve genotipler SNPStat programinda yasa ve cinsiyete gore

68



diizenlenerek ve farkli genotip modelleri kurularak gruplar arasinda karsilastiriimas;
yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis OR, CI ve P degerleri hesaplanmistir. Akaike bilgi
Olclitii (Akaike information criterion — AIC) ve Bayesian bilgi 6lgiitii (Bayesian
information criterion — BIC) degerlerine bakilarak bu genotip modelleri arasindan en

uygun genotip modeline karar verilmistir (Chakrabarti & Jayanta, 2011).

Hasta ve kontrol gruplar igerisinde normal dagilima sahip stirekli degiskenlerin
birbirleri ile olan iliskileri Pearson korelasyon analizi ile incelenmis ve Pearson
korelasyon katsayist (r) hesaplanmistir. Normal dagilim gostermeyen siirekli
degiskenlerin birbirleri ile olan iligkileri Spearman korelasyon analizi ile incelenmis
ve Spearman korelasyon katsayisi (p) hesaplanmistir. Demografik, klinik ve deneysel
calismalar sonucunda elde edilen parametrelerin hastalik riskiyle olan iliskisini
incelemek i¢in Partial Least Squares (PLS) regresyon kullanilarak yalniz ve bir arada
bulunduklar: farkli modeller kurulmus ve lojistik regresyon analizi gerceklestirilmistir.
Anlamli ¢ikan parametrelerin tanisal degerini test etmek icin Reciever Operating
Characteristics (ROC) egrisi ¢izdirilmis ve Area Under the Curve (AUC) degeri
hesaplanmistir. AUC degert, bir tani testinin hastalar1 ve saglikli bireyleri ayirmadaki
dogruluk oranin1 gostermektedir. Cizelge 2.11°de gosterildigi gibi her bir sayisal aralik
kullanilan parametrenin dogruluk orani {iizerinde so6zel bir yorum yapilmasini
saglamaktadir. AUC degerine gore analizlere devam edilmis, parametrenin hata
matrisi olusturulmus; 6zgiilliik, duyarlilik ve dogruluk ytizdeleri hesaplanmigtir. AUC
degeri orta ve iizeri seviyelerde (orta, 1yi veya ¢ok iyi) oldugunda, duyarliligin ve
ozgiilliigiin en yliksek degerlerine sahip oldugu noktaya karsilik gelen Youden’s Index

degeri hesaplanarak kesme degeri (cut-off) belirlenmistir.

Cizelge 2.11: AUC degerlerine gore analizin basar1 durumu degerlendirmesi

AUC Degerlendirme
0.90-1.00 Cok iyi

0.80-0.90 lyi
0.70-0.80 Orta
0.60-0.70 Kotii

0.50-0.60 Basarisiz

Bu boliimde anlatilan testlerde istatistiksel olarak elde edilen P degerinin anlamlilik
sinir1 P<.05 olarak belirlenmis olup, SNP analizlerinde gerceklestirilen coklu testler

nedeniyle anlamlilik sinir1 .05/n olarak yeniden ayarlanmistir. Coklu testlerin
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gerceklestirildigi ve birden fazla hipotezin test edildigi diger post-hoc sonuglari igin
ise anlamlilik degerinin yeniden ayarlanmasi i¢in Bonferroni diizeltmesi yapilmus,
anlamlilik degeri SPSS tarafindan axn olarak hesaplanarak sunulmustur (0=P degeri;
n=gerceklestirilen test sayisi). Analizler, IBM SPSS Statistics bilgisayar programinin

28. versiyonunda gergeklestirilmistir.

miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p’nin hedef genleriyle ve ortak olarak
hedefledikleri genlerle olan iliskilerinin incelendigi in silico analizler miRNET
programi iizerinden ve KEGG veri tabanindan yararlanilarak gergeklestirilmistir.
miRNA’larn iliskili oldugu hedef genler otoimmiinite, ndrodejenerasyon, TLR sinyal
yolagi, T hiicre proliferasyonu, B hiicre proliferasyonu, dogal ve edinilmis bagisiklik
yanitlariin olusturulmasi gibi MS ile iliskili yolaklarda gérev alma durumlarina gore

filtrelenmis ve hipermetrik test sonuglari P <.05 olan genler analize dahil edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Ornek Gruplan

Bu tez ¢alismasinda genetik polimorfizm ¢alismalarinin gergeklestirildigi 400 RRMS
hastas1 ve 400 kontrolden olusan Grup-1 ve Grup-1 igerisinde bulunan ve rastgele bir
sekilde belirlenen 30 naif (tedavi almayan) RRMS hastasi, 29 fingolimod tedavisi alan
RRMS hastast ve 30 kontrolden olusan ve ekspresyon seviyesi calismalarinin
gerceklestirildigi Grup-2 olmak {izere iki 6rnek grubu olusturulmustur (Sekil 3.1).

Ornek gruplarmin olusturulmasi béliim 2.1.1°de detayli bir sekilde anlatilmistir.

Ornek Gruplar1
Grup-1 Grup-2
30 Naif RRMS
416%015)%?1 29 Fingolimod Alan RRMS
30 Kontrol

Sekil 3.1: Tez ¢alismasinda olusturulan 6rnek gruplarinin 6zeti.

3.1.1 Grup-1’in demografik bilgileri

Grup-1’e dahil edilen 400 RRMS hastas1 ve 400 kontrolden tam kan 6rnekleri alinmis,
daha sonra bu orneklerin MIR146A rs2910164 G/C, MIR155 rs767649 T/A ve
MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’leri i¢in genotipleme ¢alismalari ger¢ceklestirilmistir.
Grup-1 ¢aligsma grubunu olusturan RRMS ve kontrol gruplarinin demografik bilgileri
Cizelge 3.1°de verilmistir. Grup-1’deki RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda yas
(P=.13) ve cinsiyet (P=.07) bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir.
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Cizelge 3.1: Grup-1 popiilasyonundaki RRMS ve kontrol gruplari arasinda
yas ve cinsiyet karsilastirmalari.

RRMS Kontrol P
(n=400) (n=400)
Yas (yil), ortalama + SS 344+98 33.7+10.9
medyan (Q1-Q3) 34.0 (26.0-41.0) 31.0 (25.0-41.0) A3
aralik (min.- maks.) 45.0 (18.0-63.0) 47.0 (18.0-65.0)
Kadin, n (%) 265 (66.2) 240 (60.0) 07
Erkek, n (%) 135 (33.8) 160 (40.0) '

Frekans ve yiizde olarak gosterilen verilerin analizi Pearson y? testi ile; ilk satirda ortalama
+ S8, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) ve ligiincii satirda deger aralig1 (min.-maks.) olarak
gosterilen yas verisinin analizi Mann-Whitney U testi ile yapilmstir. n: say1, SS: standart
sapma, min: minimum, maks: maksimum

3.1.2 Grup-2’nin demografik bilgileri

Grup-1 igerisinde bulunan ve rastgele bir sekilde belirlenen 30 naif RRMS hastasi, 29
fingolimod tedavisi alan RRMS hastast ve 30 kontrol Grup-2’ye dahil edilmis, bu
bireylerin plazma miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri belirlenmistir. Grup-2 ¢alisma grubunu olusturan naif RRMS, fingolimod
tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinin demografik bilgileri Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2: Grup-2 popiilasyonundaki naif RRMS, fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda yas ve cinsiyet karsilagtirmalari.

Naif RRMS Fingolimod Alan Kontrol p
(n=30) RRMS (n=29) (n=30)
Yas (y1l), ortalama + SS 30.8+9.1 35.1+8.42 26.8+5.8
medyan (Q1-Q3) 31.0 (24.0-37.0) 35.0 (29.0-41.0) 24.5 (23.0-32.0) .001
aralik (min.- maks.)  32.0 (18.0-50.0) 31.0 (20.0-51.0) 23.0 (20.0-43.0)
Kadin, n (%) 19 (63.3) 21 (72.4) 20 (66.7) 75
Erkek, n (%) 11 (36.7) 8 (27.6) 10 (33.3) '

Frekans ve yiizde olarak gosterilen verilerin analizi Pearson y? testi ile; ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda
medyan (Q1-Q3) ve tigiincii satirda deger araligi (min.-maks.) olarak gosterilen yas verisinin analizi Kruskal-
Wallis H testi ile yapilmistir. Post-hoc analizi Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir & Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda P<.001. n: say1, SS: standart sapma, min: minimum, maks: maksimum

Grup-2’yi olusturan naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari
arasinda yas bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (Tim
gruplar arasi: P=.001; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P<.001). Fingolimod tedavisi
alan RRMS grubunun yas ortalamasi, kontrol grubunun yas ortalamasindan daha
yiiksektir. Gruplar arasinda cinsiyet (P=.75) bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamaktadir.
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3.2  Grup-1’de Gergeklestirilen Istatistiksel Analizler

Grup-1’1 olusturan 400 RRMS hastas1 ve 400 kontroliin genotipleme g¢alismalari
gergeklestirildikten sonra her bir SNP’nin hasta ve kontrol gruplarindaki gozlenen
genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesine uyumu test edilmistir. Ardindan
farkli genotip modellerine gore gruplar arasinda genotip ve alel frekansi analizleri
gerceklestirilmis, gerceklestirilen ¢oklu testler icin P degeri anlamlilik sinir1 .05/n
olarak yeniden ayarlanmistir. Daha sonra SNP’lerin genotipleri arasinda RRMS
hastalarinin klinik bilgilerinin analizi gergeklestirilmistir. Bunlara ek olarak RRMS
hastalarinin EDSS skorlari ve MSSS degerleri ile serum 25-(OH) Ds (25-
Hidroksivitamin Dz — 25-(OH) D3) ve lipit paneli diizeyleri arasindaki korelasyon
analizleri gergeklestirilmistir. Ardindan SNP genotiplerinin ve genotip modellerinin
MS riskiyle iliskileri RRMS ve kontrol gruplari arasinda; klinik parametrelerle bir
aradayken orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ve hizli MS progresyon riski ile iligkileri
de RRMS grubunda ikili lojistik regresyon analizleri ile incelenmistir. EDSS skoru 3’e
esit veya 3’ten kiigiik olan hastalar hafif diizey EDSS skoruna, 3’ten biiyiik hastalar
orta diizey EDSS riskine sahip olanlar olarak; MSSS degeri 5’e esit veya 5’ten kiiciik
olan hastalar yavas MS progresyonuna, 5’ten biiyiik olan hastalar hizli MS progresyon
riskine sahip olanlar olarak ikiye ayrilmistir. Elde edilen sonuglar ilerleyen boliimlerde

detaylartyla verilmistir.

3.2.1 Grup-1’deki RRMS hastalarimin klinik bilgileri

Grup-1’deki RRMS hastalarinin klinik bilgileri cinsiyetler i¢in ayr1 ayr1 sunulmus ve
bu parametreler RRMS grubunda cinsiyetler arasinda karsilastirilmistir. Bu baglamda,
RRMS hastalarinin hastalik siiresi, EDSS skorlari, MSSS degerleri, tedavi siireleri,
alinan tedavi tiirleri, serum 25-(OH) D3, total kolesterol, trigliserit, LDL-kolesterol
(low density lipoprotein — LDL), HDL-kolesterol (high density lipoprotein — HDL),
VLDL-kolesterol (very low density lipoprotein — VLDL) diizeyleri ve sigara igme
durumlar1 cinsiyetler arasinda karsilastirilmistir (Cizelge 3.3). Hastalar teshis
almalarinin ardindan tedaviyle birlikte 25-(OH) D3 takviyesine baslamistir. Kategorik
olmayan degiskenlerin karsilastirilmasi i¢in Mann-Whitney U testi kullanilirken,

kategorik degiskenlerin karsilastirilmast icin Pearson y? testi kullanilmistir.
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Cizelge 3.3: Grup-1 popiilasyonundaki RRMS hastalarinin klinik bilgilerinin cinsiyetler arasinda karsilagtirmalari.

Kadin (n=265) Erkek (n=135) Toplam (n=400) P
Hastalik Siiresi (y1l), ortalama = SS 5.0+£5.0 5.0+£6.0 5.0+£5.0 86
medyan (Q1-Q3) 3.0 (1.0-8.0) 3.0 (1.0-8.0) 3.0 (1.0-8.0) '
EDSS, ortalama + SS 14+1.1 1.7+1.3 1.5+1.1 01
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-2.0) 1.5 (1.0-2.5) 1.0 (1.0-2.0) '
EDSS <3.0, n (%) 251 (94.7) 118 (87.4) 369 (92.3) 01
EDSS >3.0, n (%) 14 (5.3) 17 (12.6) 31(7.8) '
MSSS, ortalama £+ SS 25+1.8 3.0+£2.0 27+19 009
medyan (Q1-Q3) 2.3 (1.0-2.9) 2.4 (1.7-4.6) 2.4 (1.1-3.7) '
MSSS < 5.00, n (%) 235 (88.7) 111 (82.2) 346 (86.5) 07
MSSS >5.00, n (%) 30 (11.3) 24 (17.8) 54 (13.5) '
Tedavi Siiresi (yil), ortalama + SS 40+4.0 40+5.0 40+4.0 89
medyan (Q1-Q3) 2.0 (1.0-5.0) 2.0 (1.0-6.0) 2.0(1.0-1.0 '
Tedavi (n), N/IF/GA/DMF/TF/F/IKIMAB 24/45/40/40/58/45/2/11 23/26/11/17/28/24/2/4 47/71/51/57/86/69/4/15 31
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 323+234 34.7+27.9 33.1+25.0 -
medyan (Q1-Q3) 24.0 (16.0-44.0) 25.0 (17.0-47.0) 24.5 (16.0-44.5) '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 46+1.0 47+1.1 47+1.0 57
medyan (Q1-Q3) 4.6 (3.9-5.1) 4.6 (3.9-5.4) 4.8 (3.9-5.2) '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.6+£1.7 1.9+14 1.7+£1.6 <001
medyan (Q1-Q3) 1.2 (0.9-1.8) 1.5(1.0-2.3) 1.3(0.9-1.9) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 26+0.8 29+1.0 2.7£0.9 01
medyan (Q1-Q3) 2.5(2.1-3.1) 2.7 (2.7-2.2) 2.6 (2.1-3.1) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 14+£04 1.1£0.3 1.3+04 <001
medyan (Q1-Q3) 1.4 (1.2-1.7) 1.1 (1.0-1.2) 1.2 (1.1-1.5) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 06+04 0.8+0.5 0.7+0.5 <001
medyan (Q1-Q3) 0.5 (0.4-0.7) 0.7 (0.5-1.1) 0.6 (0.4-0.8) '
Sigara (Evet), n (%) 35(13.2) 69 (51.1) 104 (26.0) <.001

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir. Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson y? testi ile analiz edilmistir.
P: Kadinlar-Erkekler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, 25-(OH) Dz: 25-Hidroksivitamin Ds, N: Naif, IF: Interferon-p, GA: Glatiramer asetat,
DMEF: Dimetil fumarat, TF: Teriflunomid, F: Fingolimod, K: Kladribin, MAB: Monoklonal antikor bazli ilaglar.
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Grup-1’°de bulunan kadin ve erkek RRMS hastalar1 arasinda hastalik siiresi (P=.86),
hizli MS progresyon riski (MSSS>5) (P=.07), tedavi siiresi (P=.89), alinan tedavi tiirii
(P=.31), serum 25-(OH) Ds (P=.72) ve total kolesterol (P=.57) diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. EDSS
skorlar1 (P=.01) ve MSSS degerleri (P=.009) karsilastirildiginda EDSS skorlarinin ve
MSSS degerlerinin erkeklerde kadinlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha
yuksek oldugu goriilmiistiir. Cinsiyetler arasinda orta diizey EDSS riski (EDSS>3)
karsilastirildiginda erkek RRMS hastalarindaki EDSS>3 oraninin kadin RRMS
hastalarindakine gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yliksek oldugu
goriilmistir (P=.01). Serum trigliserit (P<.001), LDL-kolesterol (P=.01) ve VLDL-
kolesterol (P<.001) diizeylerinin de erkek RRMS hastalarinda kadinlara gore daha
yiiksek oldugu goriilmistiir. Cinsiyetler arasinda HDL-kolesterol diizeyleri de
karsilastirilmis, HDL-kolesteroliin kadinlarda erkeklere gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistir  (P<.001).  Cinsiyetler arasinda sigara kullanma  durumu
karsilastirildiginda ise erkeklerde sigara kullaniminin kadinlara gore istatistiksel

olarak anlamli derecede daha yaygin oldugu goriilmiistiir (P<.001).
3.2.2 miRNA SNP’lerinin genotip ve alel frekanslari

3.2.2.1 MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Grup-1’i olusturan 400 RRMS hastas1 ve 400 kontroliin MIR146A rs2910164 G/C
SNP’sinin genotipleme caligmalarindan sonra belirlenen genotip dagilimlarinin

Hardy-Weinberg dengesine uyumu incelenmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4: Grup-1 popiilasyonunu olusturan RRMS ve kontrol gruplarinda
MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin Hardy-Weinberg uyum analizi.

. Gozlenen Genotip Beklenen Genotip
Gruplar Genotipler Frekanslan Frekanslan P
GG 216 214.62
GC 154 156.76 .98
RRMS
CcC 30 28.62
Toplam 400
GG 240 234.86
GC 133 143.29 .63
Kontrol
CcC 27 21.86
Toplam 400

P degerleri Pearson y? testi ile belirlenmistir.
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RRMS ve kontrol gruplarinda gbzlemlenen ve beklenen genotip frekanslari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (RRMS: P=.98, Kontrol: P=.63).
Hardy-Weinberg dengesine uyumlu olan bu SNP’nin genotip ve alel frekanslari
RRMS ve kontrol gruplari arasinda farkli genotip modelleri kurularak karsilastirilmis
ve gruplar arasinda OR, CI ve P degerleri Pearson y? testi ile hesaplanmistir (Cizelge
3.5). Bu analizlerde farkli genotip modelleri (resesif ve dominant) kullanildigindan
dolay1 ¢oklu testler icin diizeltme uygulanmis, anlamlilik siir1 kullanilan genotip
modeli sayisina boliinmiis ve .05/2=.025 olarak yeniden hesaplanmistir. Buna gore
resesif modelde CC genotipinin frekanst GC veya GG genotiplerinin frekansi ile
karsilastirildiginda ve dominant modelde ise CC veya GC genotiplerinin frekansi GG
genotipinin frekansi ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamaktadir (Resesif model: P=.68, Dominant model: P=.09). Hasta ve
kontrol gruplari arasinda polimorfik C aleli frekansi karsilastirildiginda da istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.12).

Cizelge 3.5: Grup-1’de MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin genotip ve alel
frekanslarinin dagilimi ve RRMS ile kontrol grubu arasinda karsilastirilmasi.

RRMS Kontrol

MIR146A rs2910164 G/C (n=400) (n=400) OR (%095 CI) P
Genotip, n (%) 1.128 682
GG 216 (54.0) 240 (60.0) (0.65-1.92) '
GC 154 (38.5) 133(33.2) 1.28P 09b
CC 30 (7.5) 27 (6.8) (0.97-1.69) '
Alel Frekansi
G 0.733 0.766 1.20°¢ 19¢
C 0.267 0.234 (0.95-1.50) '

Gruplar arasinda genotip ve alel frekansi karsilastirmasi icin Pearson 2 testi kullanilmistir. Coklu
karsilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik sinir1 a=.025 olarak belirlenmistir.
2Resesif model: CC vs. GC & GG, "Dominant model: CC & GC vs. GG, °C vs. G.

MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin genotip frekanslart RRMS ve kontrol gruplari
arasinda SNPStat programi kullanilarak, farkli genotip modelleri kurularak
karsilastirilmis ve yasa ve cinsiyete gore diizenlemis OR, CI ve P degerleri lojistik
regresyon analizi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.6). Bu analizlerde farkli genotip
modelleri (kodominant, dominant, resesif, overdominant ve log-additive)
kullanildigindan dolay1 c¢oklu testler i¢cin diizeltme uygulanmis, anlamlilik smiri
kullanilan genotip modeli sayisina bdolinmiis ve .05/5=.01 olarak yeniden
hesaplanmistir. Buna gore kodominant ve resesif modelde gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (Kodominant model: P=.23, Resesif model:
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P=.68). Ek olarak AIC ve BIC degerleri en diisiik olmasi1 sebebiyle en uygun model
olan dominant modelde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (P=.09). Bu modellere ek, overdominant ve log-additive modellerde
de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Overdominant

model: P=.12, Log-additive model: P=.13).

Cizelge 3.6: Grup-1 popiilasyonunda MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin
genotip frekanslarinin farkli modellerde RRMS ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmasi. OR, CI ve P degerleri yasa ve cinsiyete gore diizenlenmistir.

Genotip Genotip RRMS Kontrol
Modelleri n (%) (n=400) (n=400)

GG 216 (54.0) 240 (60.0)
Kodominant GC 154 (38.5) 133 (33.2)
CcC 30 (7.5) 27 (6.8)

GG 216(54.0) 240 (60.0)
GC-CC 184 (46.0) 160 (40.0)

GG-GC 370 (92.5) 373 (93.2)
cC 30(75)  27(6.8)

GG-CC 246 (61.5) 267 (66.8)
GC  154(385) 133(33.2)

Log-additive - --- - 1.19 (0.95-1.48)" .13 1110.7 1120.1

Gruplar arasindaki genotip frekansi karsilastirmalart SNPStat programi kullanilarak lojistik regresyon ile analiz
edilerek yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis P, OR ve CI degerleri elde edilmistir. Coklu karsilagtirmalar igin
Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik siir1 a=.01 olarak belirlenmistir. 2 GC vs. GG, : CC vs.
GG, ¢ GC & CC vs. GG, % CC vs. GC & GG, & GC vs. GG & CC, f: CC vs. GC vs. GG.

OR (%95 ClI) P AlIC BIC

1.29 (0.96-1.73)?

1.23 (0.71-2.14)° 23 11121 11261

Dominant 1.28(0.97-1.69)¢ .09 1110.0 11195

Resesif 1.12 (0.65-1.68)¢ .68 11129 11222

Overdominant 1.26 (0.94-1.68)¢ .12 11106 1120.0

3.2.2.2 MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Grup-1’i olusturan 400 RRMS hastas1 ve 400 kontroliin MIR155 rs767649 T/A
SNP’sinin genotipleme caligmalarindan sonra belirlenen genotip dagilimlarinin

Hardy-Weinberg dengesine uyumu incelenmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7: Grup-1 popiilasyonunu olusturan RRMS ve kontrol gruplarinda
MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin Hardy-Weinberg uyum analizi.

. Gozlenen Genotip Beklenen Genotip
Gruplar Genotipler Frekanslan Frekanslan P
TT 296 297.56
TA 98 94.88 .85
RRMS
AA 6 7.56
Toplam 400
TT 314 307.13
TA 73 86.75 14
Kontrol
AA 13 6.13
Toplam 400

P degerleri Pearson y? testi ile belirlenmistir.
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RRMS ve kontrol gruplarinda gbzlemlenen ve beklenen genotip frekanslari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (RRMS: P=.85, Kontrol: P=.14).
Hardy-Weinberg dengesine uyumlu olan bu SNP’nin genotip ve alel frekanslari
RRMS ve kontrol gruplari arasinda farkli genotip modelleri kurularak karsilastirilmis
ve gruplar arasinda OR, CI ve P degerleri Pearson 2 testi ile hesaplanmistir (Cizelge
3.8). Bu analizlerde farkli genotip modelleri (resesif ve dominant) kullanildigindan
dolay1 ¢oklu testler icin diizeltme uygulanmis, anlamlilik siir1 kullanilan genotip
modeli sayisina boliinmiis ve .05/2=.025 olarak yeniden hesaplanmistir. Buna gore
resesif modelde AA genotipinin frekanst TA veya TT genotiplerinin frekansi ile
karsilagtirildiginda ve dominant modelde ise AA veya TA genotiplerinin frekans1 TT
genotipinin frekansi ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamaktadir (Resesif model: P=.11, Dominant model: P=.14). Hasta ve
kontrol gruplari arasinda polimorfik A aleli frekansi karsilastirildiginda da istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.42).

Cizelge 3.8: Grup-1’de MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin genotip ve alel
frekanslarinin dagilimi ve RRMS ile kontrol grubu arasinda karsilastirilmasi.

RRMS Kontrol

MIR155 rs767649 T/A (n=400) (n=400) OR (%095 CI) P
Genotip, n (%) 0.452 112
TT 296 (74.0) 314 (78.5) (0.17-1.21) '
TA 98 (24.5) 73 (18.3) 1.28P 140
AA 6 (1.5) 13 (3.2) (0.93-1.78) '
Alel Frekansi
T 0.864 0.876 1.13¢ 40¢
A 0.136 0.124 (0.85-1.55) '

Gruplar arasinda genotip ve alel frekans1 karsilastirmasi icin Pearson ¥? testi kullanilmistir. Coklu
karsilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik smir1 a=.025 olarak belirlenmistir.
2Resesif model: AA vs. TA & TT, PDominant model: AA & TAvs. TT, ‘A vs. T.

MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin genotip frekanslart RRMS ve kontrol gruplari
arasinda SNPStat programi kullanilarak, farkli genotip modelleri kurularak
karsilastirilmis ve yasa ve cinsiyete gore diizenlemis OR, CI ve P degerleri lojistik
regresyon analizi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.9). Bu analizlerde farkli genotip
modelleri (kodominant, dominant, resesif, overdominant ve log-additive)
kullanildigindan dolay1 c¢oklu testler i¢cin diizeltme uygulanmis, anlamlilik smiri
kullanilan genotip modeli sayisina bdolinmiis ve .05/5=.01 olarak yeniden
hesaplanmistir. Buna gore resesif ve dominant modelde gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (Resesif model: P=.10, Dominant model:
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P=.13). Ek olarak AIC ve BIC degerleri en diisiik olmas1 sebebiyle en uygun model
olan overdominant modelde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (P=.03). Bu modellerin yani sira kodominant ve log-additive
modellerde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir

(Kodominant model: P=.03, Log-additive model: P=.43).

Cizelge 3.9: Grup-1 popiilasyonunda MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin
genotip frekanslarinin farkli modellerde RRMS ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmasi. OR, CI ve P degerleri yasa ve cinsiyete gore diizenlenmistir.

Genotip Genotip RRMS Kontrol
Modelleri n (%) (n=400) (n=400)

TT 296 (74.0) 314 (78.5)
Kodominant TA 98 (24.5) 73 (18.3)
AA 6 (1.5) 13(3.2)

TT  296(74.0) 314 (78.5)
TA-AA 104 (26.0) 86 (21.5)

TT-TA 394 (985) 387 (96.8)
AA 6 (15) 13 (3.2)

TT-AA 302 (755) 327 (81.8)
TA 98 (24.5)  73(18.2)

Log-additive -—- - - 1.12 (0.84-1.49)" .43 11124 11218

Gruplar arasindaki genotip frekansi karsilastirmalart SNPStat programi kullanilarak lojistik regresyon ile analiz
edilerek yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis P, OR ve CI degerleri elde edilmistir. Coklu karsilagtirmalar igin
Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik sinir1 a=.01 olarak belirlenmistir. & TAvs. TT, % AAvs. TT,
CTA&AAVS. TT, ¢ AAVS. TA&TT, & TAVS. TT & AA, . AAvs. TAvs. TT.

OR(%95ClI) P AIC BIC

1.42 (1.01-2.01)?

0.49 (0.18-130)p 03 11082 11222

Dominant 1.28(0.93-1.78)°¢ .13 1110.8 1120.2

Resesif 0.45(0.17-1.20)¢ .10 11103 11197

Overdominant 1.45(1.03-2.04)¢ .03 11084 1117.7

3.2.2.3 MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Grup-1’i olusturan 400 RRMS hastas1 ve 400 kontroliin MIR196A2 rs11614913 C/T
SNP’sinin genotipleme caligmalarindan sonra belirlenen genotip dagilimlarinin

Hardy-Weinberg dengesine uyumu incelenmistir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10: Grup-1 popiilasyonunu olusturan RRMS ve kontrol gruplarinda
MIR196A2 rs116149143 C/T SNP’sinin Hardy-Weinberg uyum analizi.

Gozlenen Genotip Beklenen Genotip

Gruplar Genotipler Frekanslar Frekanslar P
cC 129 132.83
cT 203 195.35 84
RRMS
Toplam 400
cC 167 160.66
oT 173 185.69 64
Kontrol
T 60 53.66
Toplam 400

P degerleri Pearson y? testi ile belirlenmistir.
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Uyum analizi sonuglarina gére RRMS ve kontrol gruplarinda gozlemlenen ve
beklenen genotip frekanslari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (RRMS: P=.84, Kontrol: P=.64). Hardy-Weinberg dengesine
uyumlu olan bu SNP’nin genotip ve alel frekanslart RRMS ve kontrol gruplari arasinda
farkli genotip modelleri kurularak karsilastirilmis ve gruplar arasinda OR, CI ve P
degerleri Pearson y? testi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.11). Bu analizlerde farkl
genotip modelleri (resesif ve dominant) kullanildigindan dolay1 ¢oklu testler igin
diizeltme uygulanmis, anlamlilik sinir1 kullanilan genotip modeli sayisina boliinmiis
ve .05/2=.025 olarak yeniden hesaplanmistir. Buna gore resesif modelde TT
genotipinin frekans1 CT veya CC genotiplerinin frekansi ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P=.44). Dominant
modelde TT veya CT genotiplerinin frekanst CC genotipinin frekansi ile
karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir; TT veya CT genotipine sahip birey sayist RRMS grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha yiiksektir (P=.005). Hasta ve kontrol gruplar
arasinda alel frekansi karsilastirmasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir; polimorfik T alel frekanst RRMS grubunda kontrol grubuna gore
anlamli derecede daha yiiksektir (P=.018).

Cizelge 3.11: Grup-1°de MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip ve
alel frekanslarinin dagilimi ve RRMS ile kontrol grubu karsilagtiriimasi.

RRMS Kontrol
MIR196A2 rs11614913 C/T (n=400) (n=400) OR (%95 CI) P
Genotip, n (%) 1.16° 442
CcC 129 (32.2) 167 (41.8) (0.80-1.70) )
CT 203 (50.8) 173 (43.2) 1.51b 005b
TT 68 (17.0) 60 (15.0) (1.13-2.01) )
Alel Frekansi
C 0.576 0.634 1.27¢ 018°
T 0.424 0.366 (1.04-1.56) '

Gruplar arasinda genotip ve alel frekansi karsilastirmasi icin Pearson 2 testi kullanilmistir. Coklu
karsilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik sinir1 a=.025 olarak belirlenmistir.
2Resesif model: TT vs. CT & CC, "Dominant model: TT & CT vs. CC, °T vs. C.

MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip frekanslart RRMS ve kontrol gruplari
arasinda SNPStat programi kullanilarak, farkli genotip modelleri kurularak
karsilastirilmis ve yasa ve cinsiyete gore diizenlemis OR, CI ve P degerleri lojistik
regresyon analizi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.12). Bu analizlerde farkli genotip

modelleri (kodominant, dominant, resesif, overdominant ve log-additive)
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kullanildigindan dolay1 coklu testler i¢in diizeltme uygulanmig, anlamlilik siniri
kullanilan genotip modeli sayisina boliinmis ve .05/5=.01 olarak yeniden
hesaplanmistir. Buna gore kodominant ve resesif modelde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (Kodominant model: P=.02, Resesif model:
P=.44). AIC ve BIC degerleri en diisiik olmasi sebebiyle en uygun model olan
dominant modelde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir; TT veya CT genotipine sahip birey sayist RRMS grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha yliksektir (P=.005). Bu modellerin yani sira
overdominant ve log-additive modellerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark goriilmemistir (Overdominant model: P=.03, Log-additive model: P=.02).

Cizelge 3.12: Grup-1 popiilasyonunda MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin
genotip frekanslarinin farkli modellerde RRMS ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmasi. OR, CI ve P degerleri yasa ve cinsiyete gore diizenlenmistir.

Genotip Genotip  RRMS Kontrol
Modelleri n (%) (n=400) (n=400)

cC 129 (32.2) 167 (41.8)

Kodominant CT 203 (50.8) 173 (43.2)
1T 68 (17.0) 60 (15.0)
CcC 129 (32.2) 167 (41.8)
CT-TT 271(67.8) 233(58.2)
CC-CT 332(83.0) 340(85.0)
1T 68 (17.0) 60 (15.0)
CC-TT 197 (49.2) 227 (56.8) .
cT 203 (50.8) 173 (43.2) 1.35(1.02-1.79)¢ .03 11085 1117.9
Log-additive 1.27 (1.04-1.55)" .02 11076 1116.9

Gruplar arasindaki genotip frekansi karsilastirmalart SNPStat programi kullanilarak lojistik regresyon ile analiz
edilerek yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis P, OR ve CI degerleri elde edilmistir. Coklu kargilastirmalar i¢in
Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik simir1 0=.01 olarak belirlenmistir.  CT vs. CC, ®: TT vs. CC,
G CT&TTVS.CC,%TTvs.CT&CC,&: CTvs.CC&TT,  TT vs. CT vs. CC.

OR(%9Cl) P AIC BIC

1.52 (1.12-2.06)?

147 (0.97-222)p 02 11072 11213

Dominant 1.51(1.13-2.01)° .005 1105.3 11146

Resesif 1.16 (0.79-1.69)¢ .44 11085 1117.9

Overdominant

3.2.2.4 SNP genotiplerinin kombinasyonlari ile gerceklestirilen analizler

Bu tezde calisilan miRNA SNP genotiplerinin ikili ve {i¢lii kombinasyonlarinin RRMS
ve kontrol gruplarinda dagilimi incelenmis OR, CI ve P degerleri Pearson y? testi ile
hesaplanmistir. Kombine genotipe sahip birey sayisinin gruplarda bes veya besten az
olmasi durumunda Fisher’s Exact Test uygulanmistir. SNP’lerin kombinasyonlart ile
yapilan analizlerde ¢oklu testler i¢in diizeltme uygulanmis, anlamlilik sinir1 SNP
sayisina boliinmiis ve .05/3=.0167 olarak yeniden hesaplanmistir. Bu tez ¢calismasinda
genotipleme galismasi gerceklestirilen ti¢ SNP bulundugu i¢in SNP genotiplerinin ikili
ve l¢lii kombinasyonlar1 olusturulmus, SNP genotiplerinin bir aradayken hastalik
riskiyle olan iliskisi incelenmistir (Cizelge 3.13).
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Kombine genotiplerden GGTT (P=.007) ve GGCC (P=.008) ikili kombinasyonlarina
sahip bireyler kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazlayken,
TACT (P<.001) ikili kombinasyonuna ve GGTACT (P=.003) ti¢lii kombinasyonuna
sahip bireyler RRMS hasta grubunda anlamli derecede daha fazladir.

Cizelge 3.13: Grup-1 popiilasyonunda kombine SNP genotiplerinin RRMS ve
kontrol gruplar1 arasinda karsilastirmalari.

SNP’ler Kombine RRMS Kontrol RRMS vs. Kontrol

SNP Kombinasyonlari Genotipler n=400 n=400 OR (%95 CI) P
GGTT 162 200 0.68(0.52-0.90)  .007

GGTA 52 33 1.66 (1.05-2.63) .03

GGAA 2 7 0.28 (0.06-1.37) .18

GCTT 111 97 1.20 (0.87-1.65) .26

52910164 & rs767649 GCTA 40 33 124 (0.76-2.00) .39
GCAA 3 3 1.00 (0.20-4.99)  >.99

CCTT 23 17 137(0.72-2.61) .33

CCTA 6 7 0.86 (0.29-257) .77

GGCC 67 97 0.63 (0.44-0.89) 008

GGCT 106 107 099 (0.72-1.35) __ >.99

GGTT 43 36 122 (0.76-1.94) 41

GCCC 51 60 0.83(0.55-1.24) .36

rs2910164 & rs11614913 GCCT 82 57 155(1.07-2.25) .02
GCTT 21 16 1.33(0.68-259) .40

ccce 11 10 110 (0.462.63) .83

cceT 15 9 169 (0.73-391) .21

CCTT 4 8 050 (0.15-1.66) __ .38"

TTCC 108 136 0.72(0.53-0.97) .03

TTCT 143 140 103(0.77-1.38) .82

TTTT 45 38 121(0.77-1.91) 42

rs767649 & rs11614913 TACC 21 28 0.74 (0.41-132) .30
TACT 56 26 234 (144-381) <001

TATT 21 19 1.11(0.59-2.10) .75

AACT 4 7 057 (0.17-195) 55"

GGTTCC 57 83 0.64 (0.44-092) .02

GGTTCT 77 92 0.80 (057-1.12) .19

GGTTTT 28 25 113(0.65-1.97) .67

GGTACC 10 13 0.76 (0.33-1.76) .53

GGTACT 28 10 294 (141-613) 003

GGTATT 14 10 142 (0.62-3.22) .41

GGAACT 1 5 0.20(0.02-1.70) .10

1s2910164, rs767649 & GCTTCC 44 47 093 (0.60-1.44) .74

rs11614913 GCTTCT 53 41 134 (0.87-2.06) .19

GCTTTT 14 9 158 (0.67-3.68) .29

GCTACC 7 12 058 (0.22-1.49) .25

GCTACT 27 15 186 (0.97-355) .06

GCTATT 6 6 1.00 (0.57-1.77) _ >.99

cCcTTCC 4 6 0.66 (0.19-2.37) .75

CCTTCT 1 7 0.14 (0.02-1.15) .07
CCTACC 4 3 1.34(0.30-6.01)  >.99"

Karsilastirmalar bu genotip kombinasyonuna sahip olanlar ve olmayanlar olmak iizere ayrilarak RRMS ve
kontrol gruplari arasinda gergeklestirilmistir. Gruplar arasinda genotip frekansi karsilagtirmalari igin Pearson y?
testi kullanilmustir. *:Fisher’s Exact Test kullanilmistir. Coklu karsilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi
uygulanmis olup anlamlilik sinir1 a=.0167 olarak belirlenmistir.
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3.2.3 miRNA SNP genotiplerine gore RRMS’li hastalarin klinik bilgileri

3.2.3.1 MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin genotiplerine gore RRMS’li

hastalarin klinik bilgileri

MIR146A 152910164 G/C SNP’sinin genotiplerine gére RRMS’1i hastalarin klinik
bilgileri farkli genotip modelleri kurularak karsilastirilmistir (Cizelge 3.14). Bu
analizlerde farklt genotip modelleri (kodominant, resesif ve dominant)
kullanildigindan dolay1 c¢oklu testler i¢in diizeltme uygulanmig, anlamlilik sinir1
kullanilan genotip modeli sayisina bolinmiis ve .05/3=.0167 olarak yeniden
hesaplanmistir. Kategorik olmayan degiskenler kodominant modelde genotipler
arasinda (GG vs. GC vs. CC) Kruskal-Wallis H testi ile, resesif (CC vs. GG+GC) ve
dominant modelde (GC+CC vs. GG) ise Mann-Whitney U testi ile karsilagtirilmastir.
Kategorik degiskenlerin analizi ise kodominant, resesif ve dominant modellerde

Pearson y? testi ile gerceklestirilmistir.

400 RRMS hastast genotiplere gore gruplandirilip hastalik ve tedavi siiresi farkli
genotip modellerinde karsilastirildiginda hastalik siiresi (Kodominant model: P=.39,
Resesif model: P=.40, Dominant model: P=.20) ve tedavi siiresi (Kodominant model:
P=.80, Resesif model: P=.55, Dominant model: P=.92) bakimindan genotipler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. EDSS skorlari ve MSSS
degerleri de genotipler arasinda farkli genotip modelleri kullanilarak karsilagtirilmas,
EDSS skorlar1 (Kodominant model: P=.62, Resesif model: P=.90, Dominant model:
P=38) ve MSSS degerleri (Kodominant model: P=.89, Resesif model: P=.66,
Dominant model: P=.75) bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Genotipler arasinda orta diizey EDSS riski (EDSS>3)
farkli genotip modellerinde karsilastirildiginda kodominant (P=.73), resesif (P=.82)
ve dominant (P=.51) modelde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
Benzer sekilde hizli MS progresyon riski (MSSS>5) de farkli genotip modelleri
kurularak karsilastirilmig, kodominant (P=.10), resesif (P=.28) ve dominant (P=.04)
modelde genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir.
RRMS’li hastalarin kullandiklar1 tedavi tiirleri de farkli genotip modellerinde
karsilastirildiginda kodominant (P=.26), resesif (P=.10) ve dominant (P=.81) modelde

genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

83



Cizelge 3.14: MIR146A 152910164 G/C SNP’sinin genotiplerine gore Grup-1’deki RRMS’li hastalarin klinik bilgileri.

GG (n=216) GC (n=154) CC (n=30) p2 p° pe
Cinsiyet (Kadin), n (%) 146 (67.6) 99 (64.3) 20 (66.7) .80 .96 .54
Hastalik Siiresi (y1l), ortalama + SS 5.0£5.0 6.0+5.0 6.0+6.0 39 40 20
medyan (Q1-Q3) 3.0 (1.0-7.0) 3.0 (1.0-8.0) 4.0 (1.0-11.0) ) ' '
EDSS, ortalama + SS 14+1.1 15+1.1 1.5+13 62 90 38
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) ' ' '
EDSS <3.0, n (%) 201 (93.1) 140 (90.9) 28 (93.3) 73 82 51
EDSS > 3.0, n (%) 15 (6.9) 14 (9.1) 2(6.7) ' ' '
MSSS, ortalama + SS 26+1.8 27+2.0 26+2.1 89 66 75
medyan (Q1-Q3) 2.4 (1.2-3.7) 2.4 (1.1-3.7) 2.2 (0.9-3.3) ' ' '
MSSS <5.00, n (%) 194 (89.8) 128 (83.1) 24 (80.0) 10 28 04
MSSS > 5.00, n (%) 22 (10.2) 26 (16.9) 6 (20.0) ' ' '
Tedavi Siiresi (y1l), ortalama £+ SS 4.0+4.0 4.0+4.0 4.0+4.0 80 55 92
medyan (Q1-Q3) 2.0 (1.0-5.0) 2.0 (1.0-5.0) 3.0 (1.0-5.0) ' ' )
Tedavi (n), N/IF/IGA/IDMF/TF/F/IKIMAB 22/37/25/33/50/38/3/8 23/22/23/18/34/27/1/6 2/12/3/6/2/4/0/1 .26 .10 81
25-(OH) Ds (nmol/L), ortalama + SS 32.7+24.2 33.3+26.1 353+255 72 43 67
medyan (Q1-Q3) 24.0 (16.0-44.0) 24.0 (16.0-46.0) 27.0 (18.0-42.0) ' ' '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 47+£1.0 47+£1.0 4.6+1.1 81 53 99
medyan (Q1-Q3) 4.6 (3.9-5.3) 4.6 (4.0-5.1) 4.5 (3.8-5.0) ' ' '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.6+1.2 1.8+£2.1 1.7£1.1 50 75 24
medyan (Q1-Q3) 1.2 (0.9-1.9) 1.4 (0.9-2.3) 1.2 (0.9-1.9) ' ' '
LDL-Kaolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.7+£0.8 2.7+0.8 2.7+1.0 67 56 65
medyan (Q1-Q3) 2.6 (2.1-3.1) 2.7 (2.2-3.1) 2.4 (2.1-3.3) ' ' '
HDL-Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.3+0.4 1.3+0.4 1.3+£03 69 91 40
medyan (Q1-Q3) 1.3 (1.1-1.6) 1.2 (1.1-1.5) 1.2 (1.1-1.4) ' ' '
VLDL-Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.7+04 0.7+0.5 0.7+0.4 61 82 39
medyan (Q1-Q3) 0.5 (0.4-0.8) 0.6 (0.4-0.9) 0.6 (0.4-0.8) ' ' '
Sigara (Evet), n (%) 49 (22.7) 45 (29.2) 10 (33.3) A1 14 .06

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gésterilen veriler kodominant model i¢in Kruskal-Wallis H testi ile; resesif ve dominant modeller i¢in Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir.
Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson y? testi ile analiz edilmistir. P2 Kodominant model, ® GG vs. GC vs. CC. P?: Resesif model, ®: CC vs. GG+GC. P°: Dominant model, ¢ GC+CC vs.
GG. Coklu kargilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik simir1 0=.0167 olarak belirlenmistir. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity
Score, 25-(OH) Ds: 25-Hydroksivitamin Ds, N: Naif, IF: Interferon-B, GA: Glatiramer asetat, DMF: Dimetil fumarat, TF: Teriflunomid, F: Fingolimod, K: Kladribin, MAB: Monoklonal antikor bazh
ilaclar.
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RRMS’li hastalarin serum 25-(OH) Ds ve lipit paneli diizeyleri de farkli genotip
modelleri kurularak genotipler arasinda karsilastirilmistir. Buna gore, genotipler
arasinda serum 25-(OH) Ds degerleri farkli genotip modellerine gore
karsilastirildiginda kodominant modelde (P=.72), resesif modelde (P=.43) ve
dominant modelde (P=.67) istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Benzer
sekilde lipit parametreleri de farkli genotip modelleri kurularak karsilastirilmis, total
kolesterol (Kodominant model: P=.81, Resesif model: P=.53, Dominant model:
P=.99), trigliserit (Kodominant model: P=.50, Resesif model: P=.75, Dominant
model: P=.24), LDL-kolesterol (Kodominant model: P=.67, Resesif model: P=.56,
Dominant model: P=.65), HDL-kolesterol (Kodominant model: P=.69, Resesif model:
P=.91, Dominant model: P=.40) ve VLDL-kolesterol (Kodominant model: P=.61,
Resesif model: P=.82, Dominant model: P=.39) bakimindan genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmistiir. Genotipler arasinda kurulan
genotip modellerine gore cinsiyet bakimindan da kodominant modelde (P=.80), resesif
modelde (P=.96) ve dominant modelde (P=.54) istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Son olarak genotipler arasinda RRMS’li hastalarin sigara kullanma
durumu da farkli genotip modellerine gore karsilastirilmis, kodominant modelde
(P=.11), resesif modelde (P=.14) ve dominant modelde (P=.06) genotipler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

3.2.3.2 MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin genotiplerine gore RRMS’li hastalarin
klinik bilgileri

MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin genotiplerine gére RRMS’li hastalarin klinik
bilgileri farkli genotip modelleri kurularak karsilagtirilmistir (Cizelge 3.15). Bu
analizlerde farkli genotip modelleri (kodominant, resesif ve dominant)
kullanildigindan dolayr ¢oklu testler i¢in diizeltme uygulanmig, anlamlilik sinir
kullanilan genotip modeli sayisina bdliinmiis ve .05/3=.0167 olarak yeniden
hesaplanmistir. Kategorik olmayan degiskenler kodominant modelde genotipler
arasinda (TT vs. TA vs. AA) Kruskal-Wallis H testi ile, resesif (AA vs. TT+TA) ve
dominant modelde (TA+AA vs. TT) ise Mann-Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
Kategorik degiskenlerin analizi ise kodominant, resesif ve dominant modellerde

Pearson y testi ile gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.15: MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin genotiplerine gore Grup-1’deki RRMS’li hastalarin klinik bilgileri.

TT (n=296) TA (n=98) AA (n=6) p2 p° pe
Cinsiyet (Kadin), n (%) 203 (68.6) 59 (60.2) 3 (50.0) .22 40 10
Hastalik Siiresi (y1l), ortalama + SS 5.0£5.0 4.0+5.0 7.0+6.0 06 44 04
medyan (Q1-Q3) 4.0 (1.0-8.0) 2.0 (1.0-6.0) 7.0 (1.0-13.0) ) ' '
EDSS, ortalama + SS 1.5+1.2 1.4+1.1 14+1.6 71 43 72
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-1.0) ' ' )
EDSS <3.0, n (%) 274 (92.6) 90 (91.8) 5 (83.3) 69 a1 69
EDSS > 3.0, n (%) 22 (1.4) 8 (8.2) 1(16.7) ' ' '
MSSS, ortalama + SS 26+1.8 2.8+2.0 1.8+1.6 34 21 65
medyan (Q1-Q3) 2.4 (1.2-3.6) 2.4 (1.1-4.3) 1.2 (0.7-2.4) ' ' )
MSSS <5.00, n (%) 258 (87.2) 82 (83.7) 6 (100.0) 42 33 51
MSSS > 5.00, n (%) 38 (12.8) 16 (16.3) 0 (0.0) ' ' '
Tedavi Siiresi (y1l), ortalama £+ SS 4.0+4.0 3.0+4.0 2.0+2.0 03 22 011
medyan (Q1-Q3) 2.0 (1.0-6.0) 1.0 (0.0-5.0) 1.0 (0.0-3.0) ' ' '
Tedavi (n), N/IF/IGA/IDMF/TF/F/IKIMAB 28/53/34/44/67/55/3/12 17/18/16/12/17/14/1/3 2/0/1/1/2/0/0/0 54 .81 .18
25-(OH) Ds (nmol/L), ortalama + SS 31.8+22.6 37.0+31.1 37.2+24.3 62 60 36
medyan (Q1-Q3) 24.0 (16.0-42.0) 26.0 (16.0-53.0) 33.0 (20.0-61.0) ' ' '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 47+£1.0 4.6+1.1 49+13 68 48 72
medyan (Q1-Q3) 4.6 (3.9-5.2) 45 (3.9-5.1) 4.9 (4.1-5.8) ' ' '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.7£1.7 1.6+1.2 1.7£1.8 57 48 36
medyan (Q1-Q3) 1.3(0.9-2.0) 1.2(0.9-1.9) 1.0 (1.0-1.6) ' ' '
LDL-Kaolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.7+£0.8 2.7+0.9 3.1+£1.0 59 30 77
medyan (Q1-Q3) 2.6 (2.1-3.1) 2.5(2.2-3.2) 3.0 (2.5-3.9) ' ' '
HDL-Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.3+0.4 1.3+£0.3 1.2+£03 83 70 71
medyan (Q1-Q3) 1.2(1.0-1.5) 1.2(1.1-15) 1.2(1.1-15) ' ' '
VLDL-Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.7+04 0.7+0.5 0.8+0.9 80 53 75
medyan (Q1-Q3) 0.6 (0.4-0.8) 0.6 (0.4-0.9) 0.4 (0.4-0.8) ' ' '
Sigara (Evet), n (%) 76 (25.7) 25 (25.5) 3 (50.0) .36 A7 54

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gésterilen veriler kodominant model i¢in Kruskal-Wallis H testi ile; resesif ve dominant modeller i¢in Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir.
Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson y? testi ile analiz edilmistir. P2 Kodominant model, ® TT vs. TA vs. AA. PP: Resesif model, *: AA vs. TT+TA. P Dominant model, ¢ TA+AA vs.
TT. Coklu kargilagtirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik smir1 0=.0167 olarak belirlenmistir. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity
Score, 25-(OH) Ds: 25-Hydroksivitamin Ds, N: Naif, IF: Interferon-B, GA: Glatiramer asetat, DMF: Dimetil fumarat, TF: Teriflunomid, F: Fingolimod, K: Kladribin, MAB: Monoklonal antikor bazh
ilaclar.
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400 RRMS’li hasta genotiplere gore gruplandirilip hastalik ve tedavi siiresi farkli
genotip modellerinde karsilagtirildiginda hastalik siiresi (Kodominant model: P=.06,
Resesif model: P=.44, Dominant model: P=.04) bakimindan genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Tedavi stiresi karsilastirildiginda da
kodominant (P=.03) ve resesif (P=.22) modelde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamis olsa da dominant modelde (P=.011) TT genotipine sahip bireylerin TA
veya AA genotipine sahip bireylerden istatistiksel anlamda daha uzun siiredir tedavi
almakta oldugu goriilmiistiir. EDSS skorlar1 ve MSSS degerleri de genotipler arasinda
farkli genotip modelleri kullanilarak karsilagtirilmig, EDSS skorlar1 (Kodominant
model: P=.71, Resesif model: P=.43, Dominant model: P=.72) ve MSSS degerleri
(Kodominant model: P=.34, Resesif model: P=.21, Dominant model: P=.65)
bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:
goriilmiistiir. Genotipler arasinda orta diizey EDSS riski (EDSS>3) farkli genotip
modellerinde karsilastirildiginda kodominant (P=.69), resesif (P=.41) ve dominant
(P=.69) modelde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Benzer sekilde
hizli MS progresyon riski (MSSS>5) de farkli genotip modelleri kurularak
karsilagtirilmis, kodominant (P=.42), resesif (P=.33) ve dominant (P=.51) modelde
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir. RRMS’li
hastalarin ~ kullandiklar1  tedavi tiirleri de farkli  genotip modellerinde
karsilastirildiginda kodominant (P=.54), resesif (P=.81) ve dominant (P=.18) modelde
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. RRMS’li
hastalarin serum 25-(OH) D3 ve lipit paneli diizeyleri de farkli genotip modelleri
kurularak genotipler arasinda karsilastirilmigtir. Buna gore, genotipler arasinda serum
25-(OH) D3 degerleri farkli genotip modellerine gore karsilastirildiginda kodominant
(P=.62), resesif (P=.60) ve dominant (P=.36) modelde istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemistir. Benzer sekilde lipit parametreleri de farkli genotip modelleri
kurularak karsilastirilmis, total kolesterol (Kodominant model: P=.68, Resesif model:
P=.48, Dominant model: P=.72), trigliserit (Kodominant model: P=.57, Resesif
model: P=.48, Dominant model: P=.36), LDL-kolesterol (Kodominant model: P=.59,
Resesif model: P=.30, Dominant model: P=.77), HDL-kolesterol (Kodominant model:
P=.83, Resesif model: P=.70, Dominant model: P=.71) ve VLDL-kolesterol
(Kodominant model: P=.80, Resesif model: P=.53, Dominant model: P=.75)

bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
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goriilmiistiir. Genotipler arasinda cinsiyet bakimindan da kurulan genotip modellerine
gore kodominant (P=.22), resesif (P=.40) ve dominant (P=.10) modelde istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. Son olarak genotipler arasinda RRMS’li
hastalarin sigara kullanma durumu da farkli genotip modellerine gore karsilastiriimas,
kodominant (P=.36), resesif (P=.17) ve dominant (P=.54) modelde genotipler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

3.2.3.3 MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotiplerine gore RRMS’li

hastalarin klinik bilgileri

MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotiplerine gore RRMS’li hastalarin klinik
bilgileri farkli genotip modelleri kurularak karsilastirilmistir (Cizelge 3.16). Bu
analizlerde farkli genotip modelleri (kodominant, resesif ve dominant)
kullanildigindan dolay1 coklu testler i¢in diizeltme uygulanmis, anlamlilik siniri
kullanilan genotip modeli sayisina bolinmiis ve .05/3=.0167 olarak yeniden
hesaplanmistir. Kategorik olmayan degiskenler kodominant modelde genotipler
arasinda (CC vs. CT vs. TT) Kruskal-Wallis H testi ile, resesif (TT vs. CC+CT) ve
dominant modelde (CT+TT vs. CC) ise Mann-Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
Kategorik degiskenlerin analizi ise kodominant, resesif ve dominant modellerde

Pearson y testi ile gerceklestirilmistir.

400 RRMS’li hasta genotiplere gore gruplandirilip hastalik ve tedavi siiresi farkli
genotip modellerinde karsilastirildiginda hastalik siiresi (Kodominant model: P=.50,
Resesif model: P=.24, Dominant model: P=.61) ve tedavi siiresi (Kodominant model:
P=.52, Resesif model: P=.30, Dominant model: P=.91) bakimindan genotipler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. EDSS skorlar1 ve MSSS
degerleri de genotipler arasinda farkli genotip modelleri kullanilarak karsilagtirilmas,
EDSS skorlar1 (Kodominant model: P=.43, Resesif model: P=.21, Dominant model:
P=97) ve MSSS degerleri (Kodominant model: P=.73, Resesif model: P=.56,
Dominant model: P=.75) bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig goriilmiistiir. Genotipler arasinda orta diizey EDSS riski (EDSS>3)
farkli genotip modellerinde karsilastirildiginda kodominant modelde (P=.04), resesif
modelde (P=.40) ve dominant modelde (P=.05) istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir.
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Cizelge 3.16: MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotiplerine gdre Grup-1’deki RRMS’li hastalarin klinik bilgileri.

CC (n=129) CT (n=203) TT (n=68) p2 p° pe
Cinsiyet (Kadin), n(%) 92 (71.3) 132 (65.0) 41 (60.3) .26 .25 14
Hastalik Siiresi (y1l), ortalama + SS 5.0£5.0 5.0+5.0 6.0+5.0 50 o4 61
medyan (Q1-Q3) 3.0 (1.0-8.0) 3.0 (1.0-7.0) 4.0 (1.0-9.0) ) ) '
EDSS, ortalama + SS 1.5+1.3 1.4+£0.9 1.7+1.3 43 21 97
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) ' ' )
EDSS <3.0, n (%) 114 (88.4) 194 (95.6) 61 (89.7) 04 40 05
EDSS > 3.0, n (%) 15 (11.6) 9(4.4) 7 (10.3) ' ' '
MSSS, ortalama + SS 2.7+2.0 25+1.8 2.8+1.9 73 56 75
medyan (Q1-Q3) 2.4 (1.3-4.1) 2.4 (1.1-3.5) 2.4 (1.4-3.9) ' ' '
MSSS <5.00, n (%) 110 (85.3) 180 (88.7) 56 (82.4) 37 97 62
MSSS > 5.00, n (%) 19 (14.7) 23 (11.3) 12 (17.6) ' ' '
Tedavi Siiresi (yil), ortalama + SS 40=£5.0 3.0+£4.0 40+4.0 52 30 91
medyan (Q1-Q3) 2.0 (1.0-5.0) 2.0 (1.0-5.0) 3.0 (1.0-6.0) ' ' )
Tedavi (n), N/IF/IGA/IDMF/TF/F/IKIMAB 14/18/16/18/32/23/1/7 27/41/28/28/40/32/3/4 6/12/7/11/14/14/0/4 .63 .53 .69
25-(OH) Ds (nmol/L), ortalama + SS 33.7+26.8 33.0+24.3 32.4+23.8 93 70 94
medyan (Q1-Q3) 25.0 (16.0-42.0) 24.0 (16.0-46.0) 23.5(15.0-41.5) ' ' '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.7+09 4.6+1.0 48+1.1 26 33 34
medyan (Q1-Q3) 4.7 (4.0-5.3) 4.5 (3.8-5.2) 4.6 (4.1-5.3) ' ' '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.7£2.1 1.6+1.1 19+1.8 58 32 53
medyan (Q1-Q3) 1.3(0.9-1.8) 1.3(0.9-2.0) 1.4 (0.9-2.0) ' ' '
LDL-Kaolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.7+0.7 2.7+0.9 2.8£0.9 57 37 80
medyan (Q1-Q3) 2.7 (2.1-3.1) 2.5(2.1-3.2) 2.6 (2.3-3.1) ' ' '
HDL-Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.4+04 1.3+0.4 1.3+£03 34 68 23
medyan (Q1-Q3) 1.3(1.1-1.6) 1.2 (1.0-1.5) 1.3(1.1-1.6) ' ' '
VLDL-Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.7+0.5 0.7+£04 0.7£0.5 73 47 57
medyan (Q1-Q3) 0.6 (0.4-0.8) 0.6 (0.4-0.8) 0.6 (0.4-0.9) ' ' '
Sigara (Evet), n (%) 29 (22.5) 60 (29.6) 15 (22.1) .26 .53 21

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gésterilen veriler es dominant model igin Kruskal-Wallis H testi ile; resesif ve dominant modeller igin Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir.
Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson y? testi ile analiz edilmistir. P2 Es dominant model, ® CC vs. CT vs. TT. P Resesif model, ®: TT vs. CC+CT. P%: Dominant model, & CT+TT vs.
CC. Coklu kargilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmig olup anlamlilik sinir1 a=.0167 olarak belirlenmigtir. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity
Score, 25-(OH) Ds: 25-Hydroksivitamin Ds, N: Naif, IF: Interferon-B, GA: Glatiramer asetat, DMF: Dimetil fumarat, TF: Teriflunomid, F: Fingolimod, K: Kladribin, MAB: Monoklonal antikor bazh
ilaclar.

89



Benzer sekilde hizli MS progresyon riski (MSSS>5) de farkli genotip modelleri
kurularak karsilastirilmis, kodominant modelde (P=.37), resesif modelde (P=.27) ve
dominant modelde (P=.62) genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmiistiir. RRMS’li hastalarin kullandiklar1 tedavi tiirleri de farkli genotip
modellerinde karsilastirildiginda kodominant modelde (P=.63), resesif modelde
(P=.53) ve dominant modelde (P=.69) genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gériilmemistir. RRMS’li hastalarin serum 25-(OH) D3 ve lipit paneli diizeyleri
de farkli genotip modelleri kurularak genotipler arasinda karsilagtirilmistir. Buna gore,
genotipler arasinda serum 25-(OH) Dg3 diizeyleri farkli genotip modellerine gore
karsilagtirildiginda kodominant modelde (P=.93), resesif modelde (P=.70) ve
dominant modelde (P=.94) istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir. Benzer
sekilde lipit parametreleri de farkli genotip modelleri kurularak karsilastirilmis, total
kolesterol (Kodominant model: P=.26, Resesif model: P=.33, Dominant model:
P=.34), trigliserit (Kodominant model: P=.58, Resesif model: P=.32, Dominant
model: P=.53), LDL-kolesterol (Kodominant model: P=.57, Resesif model: P=.37,
Dominant model: P=.80), HDL-kolesterol (Kodominant model: P=.34, Resesif model:
P=.68, Dominant model: P=.23) ve VLDL-kolesterol (Kodominant model: P=.73,
Resesif model: P=.47, Dominant model: P=.57) bakimindan genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Genotipler arasinda cinsiyet
bakimindan da kurulan genotip modellerine gore kodominant modelde (P=.26), resesif
modelde (P=.25) ve dominant modelde (P=.14) istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Son olarak genotipler arasinda RRMS’1i hastalarin sigara kullanma
durumu da farkli genotip modellerine gore karsilastirilmis, kodominant modelde
(P=.26), resesif modelde (P=.53) ve dominant modelde (P=.21) genotipler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

3.2.4 Korelasyon analizleri

Grup-1°1 olusturan 400 RRMS hastasinin EDSS skorlarinin ve MSSS degerlerinin;
serum 25-(OH) Dz ve lipit paneli diizeyleri ile aralarindaki iliskinin incelenmesi igin
korelasyon analizleri gergeklestirilmis, anlamlilik degerleri ve korelasyon katsayilari
Cizelge 3.17°de sunulmustur. Parametreler normal dagilim gostermedigi i¢in iliskileri
Spearman korelasyon analizi ile incelenmis ve Spearman korelasyon katsayisi (p)

hesaplanmuistir.

90



Cizelge 3.17: Grup-1°deki RRMS hastalarinda (n=400) EDSS ve MSSS ile
serum 25-(OH) Ds ve lipit paneli diizeyleri arasindaki iliskinin incelenmesi.

EDSS MSSS
EDSS Spearman's p 1.000 795
P . <.001
' . 1.
MSSS Spearman's p 795 000
P <.001 .
Total Spearman's p .103 .014
Kolesterol P .04 78
L. Spearman's p 228 .146
Trigliserit 2 Z 001 004
LDL Spearman's p .082 -.009
Kolesterol P .104 .86
HDL Spearman's p -.110 -.100
Kolesterol P .03 .046
VLDL Spearman's p 248 185
Kolesterol P <.001 <.001
Spearman's p -.036 -.039
25-(OH) D
>-(OH) Ds P 47 44

EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, LDL: Low
density lipoprotein, HDL: High density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein, 25-(OH)
D3: 25-Hydroksivitamin Ds.

RRMS hastalarinda EDSS skorlariyla total kolesterol (p=.103, P=.04), trigliserit
(p=.228, P<.001) ve VLDL-kolesterol (p=.248, P<.001) diizeyleri arasinda pozitif bir
korelasyon; HDL-kolesterol diizeyleri (p=-.110, P=.03) arasinda negatif bir
korelasyon goriilmektedir. MSSS degerleriyle ise trigliserit (p=.146, P=.004) ve
VLDL-kolesterol (p=.185, P<.001) diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon; MSSS
degerleri ve HDL-kolesterol (p=-.100, P=.046) diizeyleri arasinda negatif bir
korelasyon goriilmektedir. Bu sonuglar disinda EDSS skorlar1 ve MSSS degerlerinin

korelasyon analizi sonucunda anlamli olan baska parametre bulunmamaktadir.

3.2.5 Lojistik regresyon analizleri

Genotipleme caligmalarinin gerceklestirildigi 6rnek grubu olan Grup-1’de bu tez
caligmasinda incelenen SNP’lerin genotiplerinin ve farkli genotip modellerinin MS
hastalik riskiyle iliskilert RRMS ve kontrol gruplari arasinda, bu genotiplerin ve farkli
genotip modellerinin klinik parametrelerle bir aradayken orta diizey EDSS riski
(EDSS>3) ve hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iligkileri ise RRMS grubunda
ikili lojistik regresyon analizleri ile incelenmistir. Bu analizlerde bagimsiz
degiskenlerin bagimli degiskenler tizerindeki etkileri incelenmis, detaylar1 alt

basliklarda aciklanmustir.
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Model se¢imini otomatik olarak gergeklestiren algoritmalar 6zellik se¢cimi konusunda
tam bagimsiz bir sekilde caligmakta ve analiz sonuglarinin kasitli kisitlardan
kaynaklanan sapmalardan etkilenmemesini saglamaktadir. Ozellik segme algoritmasi
olarak bu tez ¢alismasinda PLS Regresyon kullanilmistir. PLS Regresyon bagimli
degiskenin alabilecegi degerleri tahmin eden en iyi parametreleri bulmak igin
kullanilan istatistiksel bir Ozellik segme algoritmasidir (Abdi, 2010). Bagiml
degiskendeki varyansi en iyi agiklayan bagimsiz degiskenler, lineer latent faktorler
iireterek modellenmis ve bu modellerdeki degiskenler arasinda bir 6nem siralamasi
yapilmustir. Uretilen lineer latent faktérler icerisinde X ve Y diizlemindeki varyansi en
iyi sekilde agiklayan latent faktor se¢ilmis ve bu latent faktor icerisindeki
parametrelerden Oonem derecesi 1’den biiyiikk olan parametreler modellere dahil
edilmistir (Abdi, 2010). Lineer latent faktorii olusturacak olan bagimsiz degiskenler
kategorize edilebilir ancak bu durumda parametre se¢imine miidahale edilmis olur. Bu
durum analizler arasinda belirli tutarsizlifa yol acabilecegi i¢in lojistik regresyon
modellerinin olusturulmasinda kullanilacak olan parametrelerin se¢imi i¢in yapilan
PLS ydnteminde tiim parametreler bir arada tutularak incelenmistir. Buna ragmen SNP
genotipleri ve genotip modelleri (kodominant, resesif ve dominant) birbirleri ile

bagimli oldugu i¢in ayr1 ayri incelenmistir.

Lojistik regresyon analizleri i¢in kurulan modellerde bulunan bazi bagimsiz
degiskenler birbirleriyle yiiksek dogrusal korelasyona sahip olabilir ve bu
korelasyondan dolay1 bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenin iizerindeki etkisi
dagilmaktadir. Modellerin dogru c¢alisabilmesi i¢in bu tez calismasinda PLS
algoritmasiyla seg¢ilen bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle olan iligki skorlar
(Variance inflation factor — VIF) incelenmistir. VIF skorlari i¢in 1 alt sinirken,
parametreler arasi iligki arttik¢ca VIF skorlar1 da sonsuza dogru artmaktadir. Bu tez
calismasinda modele dahil edilecek olan parametrelerin VIF skorlarinin belirlenmesi
i¢in es lineerlik testi gergeklestirilmis ve VIF skoru 3.0 ve {izeri olan parametreler es
lineer olarak belirlenmistir (Sarabia & Ortiz, 2009). Es lineer olarak belirlenen
parametreler kurulan lojistik regresyon modellerine birlikte dahil edilmemistir. Bu
bagimsiz degiskenler birbirlerinden ayr1 bir sekilde diger parametrelerle bir arada

olacak sekilde modeller kurulmustur.
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3.2.5.1 MS hastalik riski icin yapilan analizler

Bu analizlerde kodominant, resesif ve dominant modellerde genotip frekanslarinin
hastalik riskiyle iliskisi incelenmistir. Hastalik durumu bagimli degisken ve RRMS
hastalar1 riskli olarak kabul edilmistir. Bagimsiz degiskenlerin se¢imi i¢in PLS
kullanilmis olup modellerin dogru bir sekilde kurgulanmasi icin es lineerlik testi
gerceklestirilmistir. Resesif modelde rs767649 T/A SNP’si ve dominant modelde
rs11314913 C/T SNP’si PLS’e gore tek bagimsiz parametre olarak secildigi igin
lojistik regresyon analizlerine devam edilmemis, bu SNP’lerin hastalik riski ile iliskisi
boliim 3.2.2.2°de ve 3.2.2.3’te incelenmistir. Kodominant modelde ise rs767649 T/A
SNP’sinin TA genotipi ve rs11614913 C/T SNP’sinin CT genotipi bagimsiz
degiskenler olarak seg¢ilmistir. Genotiplerin es lineerlik testi sonucunda VIF skorlar
ticten kii¢iik oldugu i¢in ikisinin bir arada bulundugu tek bir model kurularak lojistik

regresyon analizi gergeklestirilmistir (Cizelge 3.18).

Cizelge 3.18: Grup-1 ¢alisma popiilasyonunda RRMS (n=400) ve Kontrol
(n=400) gruplar1 arsinda yapilan ikili lojistik regresyon analizinde anlaml
¢ikan model ve hastalik riski ile iliskili bulunan parametreler.

Hosmer & Lemeshow

iliskili o Dogruluk
Meedl Bulunanlar OR o P Orani (%) 7 df p
1767649 TA,  1s11614913 4 5oy 4 197.0070 008 54.4 5067 5 .41

rs11614913 CT  CT Genotipi

Parametrelerin se¢imi PLS yoOntemiyle gergeklestirilmis ve iliskili parametrelerin oldugu modeller VIF
skorlarina gore kurulmustur. PLS: Partial Least Squares, VIF: Variance Inflation Factor.

Buna gore rs767649 T/A SNP’sinin TA genotipi ve rs11614913 C/T SNP’sinin CT
genotipleri bir aradayken rs11614913 CT genotipi hastalik riskiyle iliskili bulunmustur
(P=.008). Kurulan bu modelin uygunlugu Hosmer & Lemeshow testi ile kontrol

edildiginde modelin gegerli oldugu goriilmistiir (P=.41).

3.2.5.2 Orta diizey EDSS riski (EDSS>3) i¢in yapilan analizler

Bu analizlerde hasta grubunun sahip oldugu klinik bilgilerin ve SNP genotiplerinin
orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iligkisi incelenmistir. EDSS skoru 3’e esit veya
3’ten kiiciik olan hastalar hafif diizey EDSS skoruna, 3’ten biiyiik hastalar orta diizey
EDSS riskine sahip olanlar olarak ikiye ayrilmistir. Orta diizey EDSS riski (EDSS>3)
bagimli degisken ve EDSS>3 durumu riskli olarak kabul edilmistir. Bagimsiz

degiskenlerin se¢cimi i¢cin PLS kullanilmis olup modellerin dogru bir sekilde
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kurgulanmasi icin es lineerlik testi gerceklestirilmistir. Lojistik regresyon modellerinin
olusturulmasinda kullanilacak olan parametrelerin se¢imi i¢in yapilan PLS
yonteminde tliim parametreler bir arada tutularak incelenmis olmasina ragmen SNP
genotipleri ve genotip modelleri (kodominant, resesif ve dominant) birbirleri ile

bagimli oldugu icin ayr1 ayr1 incelenmistir.

SNP genotiplerinin modelleriyle klinik parametreler bir arada incelendiginde hastalik
siiresi, tedavi siiresi ve VLDL-kolesterol PLS’e gore bagimsiz degiskenler olarak
secilmistir. Daha sonra bu bagimsiz degiskenlerin es lineerlik testi sonucunda VIF
skorlarina bakilmistir. Hastalik siiresi ve tedavi siiresinin VIF skorlar Gigten biiyiik
oldugu i¢in hastalik siiresi ve VLDL-kolesteroliin ve tedavi siliresi ve VLDL-
kolesteroliin birlikte bulundugu iki ayr1 model kurularak lojistik regresyon analizi
gerceklestirilmis, anlamli sonu¢ veren modellerden elde edilen sonuglar Cizelge

3.19°da sunulmustur.

Cizelge 3.19: Grup-1 calisma popiilasyonundaki RRMS hastalarinda (n=400)
orta diizey EDSS riski (EDSS>3) i¢in yapilan ikili lojistik regresyon
analizinde anlamli ¢gikan modeller ve orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ile
iliskili bulunan parametreler.

F Hosmer &
Iliskili o Dogruluk Lemeshow
Model Bulunanlar OR 7695 Cl P Oram (%) 2 df P

1: Hastalik Hastalik siiresi ~ 1.229  1.150-1.314  <.001

Suresi
i 93.0 9317 8 32

VLDL- VLDL-Kolesterol

Kolesterol (mmol/L) 2134  1.079-4222 .03

2: Tedavi Tedavi Siiresi ~ 1.238  1.150-1.333  <.001

LoL VLDL-Kolesterol 925 5762 8 .67
: -Kolestero

Kolesterol (mmol/L) 2423 12334762 .01

Parametrelerin se¢imi PLS yontemiyle gergeklestirilmis ve iliskili parametrelerin oldugu modeller VIF
skorlarma gore kurulmustur. PLS: Partial Least Squares, VIF: Variance Inflation Factor.

Buna gore hem hastalik hem de tedavi siiresi VLDL-kolesterol ile birlikteyken orta
diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili bulunmustur (Hastalik siiresi: P<.001, Tedavi
stiresi: P<.001). Bunun yam sira VLDL-kolesterol de hastalik siiresiyle ve tedavi
siiresiyle bir aradayken orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili bulunmustur
(VLDL-Kolesterol: Model 1, P=.03; Model 2, P=.01). Kurulan bu modellerin
uygunlugu Hosmer & Lemeshow testi ile kontrol edildiginde modellerin gecerli

oldugu goriilmistiir (Model 1: P=.32, Model 2: P=.67).
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3.2.5.3 Hizh MS progresyon riski (MSSS>5) icin yapilan analizler

Bu analizlerde hasta grubunun sahip oldugu klinik bilgilerin ve SNP genotiplerinin
hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskisi incelenmistir. MSSS degeri 5’ esit
veya 5’ten kiiclik olan hastalar yavag MS progresyonuna, 5’ten biiyiik olan hastalar
hizl1 MS progresyon riskine sahip olanlar olarak ikiye ayrilmigtir Hizli MS progresyon
riski (MSSS>5) bagimli degisken ve MSSS>5 durumu riskli olarak kabul edilmistir.
Bagimsiz degiskenlerin se¢imi i¢in PLS kullanilmis olup modellerin dogru bir sekilde
kurgulanmasi igin es lineerlik testi gergeklestirilmistir. Lojistik regresyon modellerinin
olusturulmasinda kullanilacak olan parametrelerin se¢imi i¢in yapilan PLS
yonteminde tiim parametreler bir arada tutularak incelenmis olmasia ragmen SNP
genotipleri ve genotip modelleri (kodominant, resesif ve dominant) birbirleri ile

bagimli oldugu icin ayr1 ayr1 incelenmistir.

SNP’lerin kodominant modelleriyle klinik parametreler bir arada incelendiginde
rs2910164 GG genotipi, hastalik siiresi, trigliserit ve VLDL-kolesterol kolesterol
PLS’e gore bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Bu bagimsiz degiskenlerin es
lineerlik testi sonucunda VIF skorlarina bakilmistir. Trigliserit ve VLDL-kolesteroliin
VIF skorlari iigten biiylik oldugu i¢in trigliserit, hastalik siiresi ve 1s2910164 GG
genotipinin; VLDL-kolesterol, hastalik siiresi ve rs2910164 GG genotipinin birlikte
bulundugu iki ayr1 model kurularak lojistik regresyon analizi gergeklestirilmistir.
SNP’lerin resesif modelleriyle klinik parametreler bir arada incelendiginde hastalik
stiresi, trigliserit ve VLDL-kolesterol PLS’e gore bagimsiz degiskenler olarak
secilmistir. Bu bagimsiz degiskenlerin es lineerlik testi sonucunda VIF skorlarina
bakilmistir. Trigliserit ve VLDL-kolesteroliin VIF skorlar ticten biiyiik oldugu igin
trigliserit ve hastalik siiresi; VLDL-Kolesterol ve hastalik siiresinin birlikte bulundugu
iki ayr1 model kurularak lojistik regresyon analizi gercgeklestirilmistir. SNP’lerin
dominant modelleriyle klinik parametreler bir arada incelendiginde rs29210164
GC+CC, hastalik siiresi, trigliserit ve VLDL-kolesterol PLS’e goére bagimsiz
degiskenler olarak secilmistir. Bu bagimsiz degiskenlerin es lineerlik testi sonucunda
VIF skorlaria bakilmistir. Trigliserit ve VLDL-kolesteroliin VIF skorlari ligten biiytik
oldugu igin trigliserit, hastalik siiresi ve rs2910164 GC+CC genotipi; VLDL-
kolesterol, hastalik siiresi ve rs2910164 GC+CC genotipinin birlikte bulundugu iki

ayr1 model kurularak lojistik regresyon analizi gerceklestirilmistir (Cizelge 3.20).
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Cizelge 3.20: Grup-1 calisma popiilasyonundaki RRMS hastalarinda (n=400)
hizlit MS progresyon riski (MSSS>5) i¢in yapilan ikili lojistik regresyon
analizinde anlamli ¢gikan modeller ve hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile
iligkili bulunan parametreler.

. Hosmer &
Hiskili o Dogruluk Lemeshow
Model Bulunanlar OR 7095 Cl P Oram (%) )
1 df P
Hastalik
2: 152910164 GG, Siiresi 0.928 0.866-0995 .04
Hastalik Stiresi, VLDL- 86.7 9.849 8 .28
VLDL-Kolesterol Kolesterol ~ 2.514 1.409-4.487 .002
(mmol/L)
3: Hastalik Sresi, - Trigliserit 126 40051370 04 864 14453 7 .07
Trigliserit (mmol/L)
. . VLDL-
4. Hastalik Siiresi, )0 qer0l 2539 1437-4486 001 864 15532 8 .05
VLDL-Kolesterol
(mmol/L)
5: 152910164 GC+CC,
Hastalik Siiresi, rs2910164 ) 679 1.009-3315 047 86.4 6.062 8 .64
-~ GC+CC
Trigliserit
rs2910164
Gosco 1185 1.002-3.326 049
6:rs2910164 GC+CC,  Hastalik
Hastalik Stiresi, Siresi 00929 0.866-0.996 .04 86.7 8000 8 .43
VLDL-Kolesterol VLDL-
Kolesterol ~ 2.485 1.393-4.932 .002
(mmol/L)

Parametrelerin se¢imi PLS yontemiyle gergeklestirilmis ve iliskili parametrelerin oldugu modeller VIF
skorlarina gore kurulmustur. PLS: Partial Least Squares, VIF: Variance Inflation Factor.

Buna gore hastalik siiresi (P=.04) ve VLDL-kolesterol (P=.002) rs2910164 G/C
SNP’sinin GG genotipiyle bir aradayken hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile
iliskili bulunmustur. VLDL-kolesterol ayrica hastalik siiresiyle birlikteyken de MS
progresyon riski ile iliskilidir (Model 4, P=.001). Bir bagka serum lipit paneli
parametresi olan trigliserit de hastalik siiresiyle birlikteyken MS progresyon riski ile
iliskili bulunmustur (Model 3, P=.04). rs2910164 SNP’sinin GC veya CC genotipine
sahip olma durumu da farkli modellerde, farkli bagimsiz degiskenlerle bir aradayken
MS progresyon riskiyle iligkili bulunmustur (rs2910164 GC+CC: Model 5, P=.047;
Model 6, P=.049). Hastalik siiresi (P=.04) ve VLDL-kolesterol (P=.002) rs290164
G/C SNP’sinin dominant modeliyle bir aradayken MS progresyon riski ile iligkili
bulunmustur. Kurulan modellerin uygunlugu Hosmer & Lemeshow testi ile kontrol
edildiginde modellerin gegerli oldugu gortilmiistiir (Model 2: P=.28, Model 3: P=.07,
Model 4: P=.05, Model 5: P=.64, Model 6: P=.43).
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3.3 Grup-2’de Gergeklestirilen Istatistiksel Analizler

Grup-2’yi olusturan 30 naif RRMS hastasi, 29 fingolimod tedavisi alan RRMS hastas1
ve 30 kontroliin ekspresyon seviyesi ¢aligmalar1 gergeklestirildikten sonra her bir birey

224 metodu kullanilarak rélatif miRNA ekspresyon seviyesi belirlenmistir. Daha

icin
sonra klinik bilgiler ve rolatif miRNA ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda
karsilagtirilmistir. Ardindan hasta ve kontrol gruplarinda SNP genotipleri ve farkl
genotip modellerine gore hem gruplar icerisinde hem de gruplar arasinda plazma
miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Bunlara ek olarak naif RRMS
ve fingolimod tedavisi alan RRMS gruplar1 kategorik klinik ve demografik verilere
gore gruplandirilmig ve gruplar arasinda klinik bilgiler ve plazma miRNA rdlatif
ekspresyon seviyeleri karsilagtirilmistir. Hasta ve kontrol gruplari disiik-yiiksek
plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyesine gore de ayrilmis, gruplar arasinda EDSS,
MSSS ve MRG parametreleri karsilastirilmistir. Ek olarak hasta ve kontrol gruplarinda
korelasyon analizleri gergeklestirilmis, klinik parametrelerle plazma miRNA rolatif
ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyon incelenmistir. Son olarak naif RRMS,
fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplar ikili ikili siniflandirilarak lojistik
regresyon analizleri gergeklestirilmis, anlamli ¢ikan parametrelerin tanisal degerini
test etmek icin ROC egrisi ¢izdirilmis ve AUC degeri hesaplanmistir. Elde edilen

sonuglar ilerleyen boliimlerde detaylariyla verilmistir.

3.3.1 Grup-2 ¢calisma grubunun klinik bilgileri

Grup-2’deki naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinin klinik
bilgileri gruplar icin ayr1 ayri sunulmus ve bu parametreler gruplar arasinda
karsilastirilmistir. Bu baglamda, serum total kolesterol, trigliserit, LDL-Kolesterol,
HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol diizeyleri ve sigara igme durumu her ii¢ grup
arasinda karsilastirtlirken; serum 25-(OH) Dz diizeyleri, hastalik siiresi, EDSS skorlari,
MSSS degerleri ve MRG parametreleri hasta gruplari arasinda karsilastirilmistir
(Cizelge 3.21). Hastalar teshis almalarinin ardindan tedaviyle birlikte 25-(OH) D3
takviyesine baslamistir. Siirekli degiskenler li¢ grup arasinda Kruskal-Wallis H testiyle
iki grup arasinda Mann-Whitney U testi ile karsilastiriimistir. Kategorik degiskenlerin
karsilastirilmast i¢in Pearson y? testi kullanilmistir. Orneklem biiyiikliiklerinin 5’e esit

veya 5’ten az oldugu gruplarin karsilastirilmasinda Fisher’s Exact test kullaniimistir.
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Cizelge 3.21: Grup-2 popiilasyonundaki naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinin klinik bilgileri.

Naif RRMS (n=30) Fingolimod Alan RRMS (n=29) Kontrol (n=30) P
Sigara (Evet), n (%) 10 (33.3) 8 (27.6) 18 (60.0) .03
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama = SS 473 +£1.02 4.69 + 1.07 4.49+0.80 71
medyan (Q1-Q3) 4.51 (4.01-5.13) 4.69 (4.04-5.46) 4.53 (3.91-5.25) '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.48 +£0.83 1.74 +£1.142 1.10+0.50 009
medyan (Q1-Q3) 1.22 (0.84-1.81) 1.33(1.08-1.85) 0.95 (0.78-1.25) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.64£0.86 2.67+0.81 2.65+0.68 79
medyan (Q1-Q3) 2.36 (2.02-3.11) 2.62 (2.15-3.06) 2.74 (2.43-3.13) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.42+0.33 1.42+0.49 1.33+0.37 54
medyan (Q1-Q3) 1.42 (1.19-1.58) 1.30 (1.09-1.66) 1.27 (1.09-1.47) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.64 +£0.36 0.75+0.53 0.50+0.23 05
medyan (Q1-Q3) 0.54 (0.36-0.80) 0.57 (0.49-0.78) 0.44 (0.36-0.57) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 41.59 £ 35.64 23.31 £15.98 ) 002
medyan (Q1-Q3) 30.00 (20.00-53.00) 20.00 (13.00-27.00) '
Hastalik Siiresi (y1l), ortalama + SS 2.6 4.6 8.2+4.8 ) <001
medyan (Q1-Q3) 1.0(1.0-1.0) 6.0 (5.0-12.0) '
EDSS, ortalama + SS 0.95+1.05 1.83+£0.96 ) 001
medyan (Q1-Q3) 1.00 (0.00-1.50) 1.50 (1.00-2.50) '
EDSS <3.0, n (%) 29 (96.7) 28 (96.6) - > 09"
EDSS > 3.0, n (%) 1(3.3) 1(3.4) - '
MSSS, ortalama + SS 2.27+1.90 2.63+£1.85 ) 26
medyan (Q1-Q3) 1.78 (0.67-4.30) 2.13(1.14-3.34) )
MSSS <5.00, n (%) 26 (86.7) 25 (86.2) - > 99"
MSSS > 5.00, n (%) 4 (13.3) 4 (13.8) - '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 153+9.3 304+153 _ <001
medyan (Q1-Q3) 12.0 (9.0-18.0) 30.0 (19.0-40.0) )
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 13.6+8.3 27.8+13.5 ) <001
medyan (Q1-Q3) 11.5(9.0-16.0) 27.0 (19.0-36.0) '
Kontrast Tutan Lezyon (Var), n (%) 21 (70.0) 4(13.8) - <.001"

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen verilerde ¢oklu grup karsilagtirmalar: Kruskal-Wallis H testi ile ikili grup karsilagtirmalart Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir.
Post-hoc analizi Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir. 2 Kontrol grubuyla kiyaslandiginda P=.006. Post-hoc sonuglari i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmigtir. Frekans ve yiizde olarak gosterilen
veriler Pearson y? ile analiz edilmistir. *: Fisher’s Exact test kullamlmigtir. HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein, EDSS: Expanded Disability
Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, 25-(0OH) Ds: 25-Hidroksivitamin Ds.
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Grup-2’de kontrol grubunda sigara kullanan birey sayist hasta gruplarma gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazladir (P=.03). Hasta ve kontrol gruplari
arasinda serum total kolesterol (P=.71), LDL-kolesterol (P=.72), HDL-kolesterol
(P=.54) ve VLDL-kolesterol (P=.05) diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamaktadir. Gruplar arasinda serum trigliserit diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (Tiim gruplar
aras1: P=.009; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P=.006). Fingolimod tedavisi alan
RRMS grubunun serum trigliserit diizeyleri kontrol grubunun serum trigliserit
diizeylerinden daha yiiksektir. Hasta gruplari arasinda ise MSSS degerleri (P=.26),
orta diizey EDSS (EDSS>3) riski (P>.99) ve hizli MS progresyon (MSSS>5) riski
(P>.99) Kkarsilastirilmig, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
Fingolimod alan RRMS hastalarinin EDSS degerleri naif RRMS hastalarinin EDSS
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksektir (P=.001).
Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinin hastalik siiresi de naif RRMS hastalarinin
hastalik siiresinden istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksektir (P<.001).
Hasta gruplari arasinda serum 25-(OH) Dz diizeyleri karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu, naif RRMS grubunun serum 25-
(OH) D3 diizeylerinin fingolimod tedavisi alan RRMS grubuna gore daha yiiksek
oldugu gorilmistir (P=.002). Naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS
hastalar1 arasinda MRG parametreleri karsilastirildiginda T1 ve T2 lezyon sayilarinin
fingolimod alan RRMS hastalarinda naif RRMS hastalarina kiyasla istatistiksel olarak
daha fazla oldugu goriilmiistiir (T1 Lezyon sayisi: P<.001, T2 Lezyon sayisi: P<.001).
Son olarak kontrast tutan lezyon varligi karsilastirildiginda gruplar arasinda anlaml
fark goriilmiis, kontrast tutan lezyona sahip birey sayisinin naif RRMS grubunda,
fingolimod tedavisi alan RRMS grubundakinden istatistiksel olarak daha fazla oldugu
belirlenmistir (P<.001).

3.3.2 Naif RRMS, fingolimod alan RRMS ve kontrol gruplarinda plazma miR-
146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri

Gruplar arasinda plazma miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyeleri Kruskal-Wallis H testi ile karsilastirilmistir. Anlamli ¢ikan
sonuglarin post-hoc analizleri Mann-Whitney U testi ile gerceklestirilmis, sonuglar

Cizelge 3.22°de ve Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4’te sunulmustur.
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Cizelge 3.22: Grup-2 popiilasyonundaki naif RRMS, fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplarinin plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri.

Naif RRMS Fingolimod Alan Kontrol

(n=30) RRMS (n=29) (n=30) P
miR_lgfg;Ir)nl;aigesgisimi’ 201+2.71 1.86 = 1.80 2.61+3.74 6
medyan (O1.03) 119 (0.58-2.09)  1.34(0.90-2.41)  0.84 (0.35-3.27)
miR'ﬁ?ﬁgﬁgidggisimi’ 0.71+0.73° 0.19+0.29 237425 _ o
medyan (01-03) 050 (0.33-0.69)  0.09(0.06-0.17)  0.89 (0.47-1.37)
miR-lgfg;I:nl;aigggiSimi’ 1.98+ 1.65 1.02+1.15 2.18+2.97 »

medyan (Q1-Q3) 1.42 (0.67-3.11) 0.42 (0.18-1.64) 1.03 (0.40-2.97)

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Kruskal-Wallis H testi ile analiz
edilmigstir ve P degeri hesaplanmistir. Post-hoc analizi Mann-Whitney U testi ile gerceklestirilmistir. 2:
Fingolimod grubuyla kiyaslandiginda P<.001. P: Fingolimod grubuyla kiyaslandiginda P=.02. Post-hoc
sonuglari icin Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir.
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Sekil 3.2: Grup-2’deki naif RRMS (n=30), fingolimod tedavisi alan RRMS
(n=29) ve kontrol (n=30) gruplarinin plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri.

Buna gore, plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyesi bakimindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P=.56). Gruplar

arasinda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel
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olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (Tiim gruplar arasi: P<.001; Fingolimod alan
RRMS-Naif RRMS: P<.001; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P<.001). Fingolimod
tedavisi alan RRMS grubunun plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri,

kontrol grubuna ve naif RRMS grubuna gore daha diistiktiir.
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Sekil 3.3: Grup-2’deki naif RRMS (n=30), fingolimod tedavisi alan RRMS
(n=29) ve kontrol (n=30) gruplarinin plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri (*P<.001).

Benzer sekilde miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi bakimindan da gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir (Tiim gruplar arasi: P=.02;
Fingolimod alan RRMS-Naif RRMS: P=.02). Fingolimod tedavisi alan RRMS
grubunun plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri, naif RRMS grubunun
plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli

derecede daha diistiktiir.
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Sekil 3.4: Grup-2’deki naif RRMS (n=30), fingolimod tedavisi alan RRMS
(n=29) ve kontrol (n=30) gruplarinin plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri (*P=.02).

3.3.3 Plazma miRNA seviyeleri ile miRNA SNP genotipleri arasindaki iliskiler

Bu boliimde MIR146A 152910164 G/C SNP’sinin genotip ve genotip modelleriyle
plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyesi, MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin
genotip ve genotip modelleriyle plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi ve
MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip ve genotip modelleriyle plazma miR-
196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi arasindaki iligkileri incelenmistir. Bu analizlerde
SNP genotip ve genotip modellerine (kodominant, resesif ve dominant) gore hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda ve gruplar igerisinde genotipler arasinda karsilastirmalar
gerceklestirilmistir. Ug grup ve ii¢ genotip arasinda karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis
H testi, iki grup ve genotip modelleri (resesif ve dominant) arasinda karsilastirma igin
Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Normal dagilim gésteren verilerin analizi t-test
ile gerceklestirilmistir. Coklu grup ve genotipler arasinda karsilagtirmasi anlamli ¢ikan

sonuglarin post-hoc analizleri Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir.
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3.3.3.1 MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin genotip ve genotip modellerine gore

plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi

Plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyesi naif RRMS, fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplarinda MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin genotip ve genotip
modellerine (kodominant, resesif ve dominant) gore karsilastirilmig, sonuglar Cizelge
3.23 ve Sekil 3.5’te sunulmustur. Plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri
hem genotip ve genotip modellerine gore hasta ve kontrol gruplar1 i¢erisinde hem de
ayn1 genotipe sahip naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari

arasinda karsilagtirilmistir.

Grup i¢i karsilagtirmalara bakildiginda, naif RRMS grubunda GG, GC ve CC
genotipine sahip bireyler arasinda plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.32). Yine ayni
grupta resesif modele gore CC genotipine sahip bireylerle GG veya GC genotipine
sahip bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.23).
Benzer sekilde dominant modele gére de C alelini tasiyan ve tagimayan bireyler

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gériilmemistir (P=.21).

Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda kodominant modele gore GG, GC ve CC
genotipine sahip bireyler karsilastirildiginda plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmemistir (P=.62). Yine
ayn1 grupta resesif modelde CC genotipine sahip bireylerle GG veya GC genotipine
sahip bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.49).
Benzer sekilde dominant modelde de GC veya CC genotipine sahip bireyler GG
genotipine sahip bireylerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir (P=.78).

Kontrol grubunda GG, GC ve CC genotipine sahip bireyler arasinda plazma miR-
146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri karsilastirilmis, istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemistir (P=.48). Yine ayn1 grupta resesif modele gore CC genotipine sahip
bireylerle GG veya GC genotipine sahip bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (P=.98). Benzer sekilde dominant modele goére de C alelini
tasiyan ve tasimayan bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (P=.28).
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Cizelge 3.23: miR-146a-5p plazma ekspresyon seviyesinin MIR146A

152910164 G/C genotiplerine gore Grup-2 popiilasyonunu olusturan naif

RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplar arasinda ve grup
i¢i karsilastirmasi.

Genotip

Naif RRMS

Fingolimod Alan

Kontrol

SNP (NIEIK) (n=30) RRMS (n=29) (n=30) P
GG 1.10 % 0.70 1,58+ 0.74 3.55 £ 4.57 ’
= (14/17/17) 0.75 (0.45-1.73) 1.45 (0.91-2.12) 1.93(0.52-4.96) -
£3 GC 231 +2.40 2324293 138+ 1.98 o7
§€ (111019 1.33 (0.37-4.13) 1.02 (0.39-4.09) 0.36 (0.32-0.97) -
< cc 3.89 + 5.44 1.97 + 0.89 140+ 134 64
(5/2/4) 1.46 (0.85-2.81) 1.97 (1.34-2.60) 1.06 (0.46-2.35)
Pt 32 62 48
_ GG+GC 1.63+1.75 1.86+ 1.85 2.80 +3.96 64
BT (25/27/26) 1.16 (0.45-1.96) 1.24 (0.89-2.41) 0.78 (0.35-3.61) -
) O
r = cc 3.89 +5.44 1.97 + 0.89 1.40 + 1.34 64
(5/2/4) 1.46 (0.85-2.81) 1.97 (1.34-2.60) 1.06 (0.46-2.35)
P2 23 49 98
= GG 1.10 % 0.70 1,58+ 0.74 3.55 £ 4.57 .
ST (1417117 0.75 (0.45-1.73) 1.45 (0.91-2.12) 193 (0.52-4.96) -
‘= O
ES GC+CC 2804351 226+ 2.67 139+ 1.75 18
a (16/12/13) 1.39 (0.83-3.47) 1.19 (0.45-3.34) 0.59 (0.32-1.42)
p3 21 78 28

Veriler ilk satirda ortalama + standart sapma, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olarak verilmis olup gruplar
arasindaki karsilastirmalar Kruskal-Wallis H testi ile gergeklestirilmistir. Ayni grup i¢indeki karsilastirmalar P*
i¢in Kruskal-Wallis H testi ile gergeklestirilirken, P? ve P2 i¢in Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir.
N: Naif RRMS hastalari, F: Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalari, K: Kontrol.

Naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinda ayni genotipe
sahip bireyler gruplar arasinda karsilastirildiginda GG, GC ve CC genotipine sahip
naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda plazma miR-
146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan anlamli bir fark bulunmamaktadir
(GG: P=.23; GC: P=.27; CC: P=.64). Yine gruplar arasinda ayni genotipe sahip
bireyler karsilastirildiginda naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol
gruplarinda bulunan GG veya GC genotipine sahip bireyler arasinda plazma miR-
146a-5p rolatif ekspresyon seviyesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (P=.64). Benzer sekilde GC veya CC genotipine sahip naif RRMS,
fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda plazma miR-146a-5p
rOlatif ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (P=.18).
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Sekil 3.5: Plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin naif RRMS,
fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinda rs2910164 G/C
SNP’sinin genotip ve genotip modellerine gore dagilima.

3.3.3.2 MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin genotip ve genotip modellerine gore

plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi naif RRMS, fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplarinda MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin genotip ve genotip
modellerine (kodominant, resesif ve dominant) gore karsilastirilmis, sonuglar Cizelge
3.24 ve Sekil 3.6’da sunulmustur. Plazma miR-155-5p rélatif ekspresyon seviyeleri
hem genotip ve genotip modellerine gore hasta ve kontrol gruplar icerisinde hem de
ayn1 genotipe sahip naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari

arasinda karsilastirilmistir.

Grup ici karsilagtirmalara bakildiginda, naif RRMS grubunda AA genotipine sahip bir
kisi oldugu icin kodominant modelde TT ve TA genotipine sahip bireyler
karsilastirilmis, bireyler arasinda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.86). Yine ayni
grupta resesif modele gore AA genotipinin frekansi bir oldugu i¢in grup igin
karsilagtirmalar gerceklestirilememistir. Dominant model de ise A alelini tasiyan ve

tagimayan bireyler arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark goriillmemistir (P=.80).
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Cizelge 3.24: miR-155-5p plazma ekspresyon seviyesinin MIR155 rs76749
T/A genotiplerine gore Grup-2 popiilasyonunu olusturan naif RRMS,
fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari arasinda ve grup ici

karsilastirmasi.
SNP Genotip Naif RRMS Fingolimod Alan Kontrol p
(N/FIK) (n=30) RRMS (n=29) (n=30)
9 TT 0.73 + 0.742 0.16 % 0.19° 2.06+3.81 < 001
= (19/23/24) 0.48 (0.31-0.69) 0.09 (0.06-0.17) 0.89(0.49-128)
£3 TA 0.69 +0.78 0.32+0.52¢ 3.58+5.97 03
s3 (10/6/6) 0.49 (0.33-0.70) 0.10 (0.07-0.23) 0.75 (0.42-3.83) :
N AA
(1/0/0) 0.60 - - -
pt 86 - R
. TT+TA 0.72 + 0.74 0.19 +0.29° 2.37+425 <001
TT (29/29/30) 0.48 (0.33-0.69) 0.09 (0.06-0.17) 0.89 (0.47-1.37)
") O
xS AA 0.60 ) ] )
(1/0/0) '
P2 . . -
= TT 0.73 £0.742 0.16+0.19° 2.06 +3.81 <001
ST (19/23/24) 0.48 (0.31-0.69) 0.09 (0.06-0.17) 0.89 (0.49-1.28) :
‘c O
£= TA+AA 0.69 + 0.74 0.32 +0.52° 3.58+£5.97 03
o (11/6/6) 0.59 (0.33-0.70) 0.10 (0.07-0.23) 0.75(0.42-3.83)  °
ps 80 73 >.99

Veriler ilk satirda ortalama =+ standart sapma, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olarak verilmis olup gruplar
arasindaki kargilagtirmalar Kruskal-Wallis H testi ile gergeklestirilmistir. Post-hoc analizleri Mann-Whitney U
testi ile gerceklestirilmistir. Ayn1 grup igindeki karsilastirmalar P! ve P® igin Mann-Whitney U testi
gerceklestirilmistir. % Fingolimod grubu ile karsilastirildiginda P<.001. ®: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
P<.001. ¢ Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P=.03. Post-hoc sonuglar1 i¢in Bonferroni diizeltmesi
uygulanmigtir. N: Naif RRMS hastalari, F: Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalari, K: Kontrol.

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda AA genotipine sahip birey bulunmadigi
icin kodominant modelde analizler gergeklestirilmemistir. Benzer sekilde resesif
modele gore de genotipler arasinda karsilagtirma, AA genotipine sahip birey
bulunmadigi i¢in gergeklestirilememistir. Dominant modelde A alelini tasiyan bireyler
tagimayanlarla karsilastirildiginda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi
bakimindan bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(P=.73). Kontrol grubunda AA genotipine sahip birey bulunmadig1 i¢in kodominant
modelde analizler gergeklestirilmemistir. Benzer sekilde resesif modele gore de
genotipler arasinda karsilastirma, AA genotipine sahip birey bulunmadigi icin
gerceklestirilememistir. Dominant modelde A alelini tagiyan bireyler tasimayanlarla
karsilagtirildiginda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi bakimindan

bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P>.99).
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Sekil 3.6: Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin naif RRMS,

fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinda rs767649 T/A

SNP’sinin genotip ve genotip modellerine gore dagilimi (**P<.001; *P=.03).
Ayni1 genotipe sahip bireyler gruplar arasinda karsilagtirildiginda TT genotipine sahip
fingolimod alan RRMS grubunda, ayn1 genotipe sahip naif RRMS ve kontrol grubuna
gbre plazma miR-155-5p rdlatif ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli
derece diisiik oldugu goriilmistiir (Tim gruplar arasi: P<.001; Fingolimod alan
RRMS-Naif RRMS: P<.001; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P<.001). Gruplar
arasinda TA genotipine sahip bireyler karsilastirildiginda, fingolimod tedavisi alan
RRMS grubunda, ayn1 genotipe sahip kontrol grubuna gére plazma miR-155-5p rdlatif
ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir
(Tim gruplar arasi: P=.03; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P=.03). Ayn1 genotipe
sahip bireyler gruplar arasinda karsilastirildiginda TT veya TA genotipine sahip
fingolimod alan RRMS grubunda, ayn1 genotipe sahip naif RRMS ve kontrol grubuna
gore plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli
derece diisiik oldugu goriilmistiir (Tim gruplar arasi: P<.001; Fingolimod alan
RRMS-Naif RRMS: P<.001; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P<.001). TA veya AA
genotipine sahip bireyler gruplar arasinda karsilagtirildiginda TA veya AA genotipine
sahip fingolimod alan RRMS grubunda, ayni1 genotipe sahip kontrol grubuna gore
plazma miR-155-5p rélatif ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derece
diisiik oldugu goriilmistir (Tim gruplar arasi: P=.03; Fingolimod alan RRMS-
Kontrol: P=.03).
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3.3.3.3 MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’si genotip ve genotip modellerine gore

plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi

Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi naif RRMS, fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplarinda MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip ve
genotip modellerine (kodominant, resesif ve dominant) gore karsilastirilmis, sonuglar
Cizelge 3.25 ve Sekil 3.7°de sunulmustur. Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri hem genotip ve genotip modellerine gore hasta ve kontrol gruplar1 i¢erisinde
hem de ayn1 genotipe sahip naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol

gruplart arasinda karsilagtirilmistir.

Grup i¢i karsilastirmalara bakildiginda, naif RRMS grubunda CC, CT ve TT
genotipine sahip bireyler arasinda plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.30). Yine ayni
grupta resesif modele gore TT genotipine sahip bireylerle CC veya CT genotipine
sahip bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.14).
Benzer sekilde dominant modele gére de T alelini tagiyan ve tasimayan bireyler

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gériilmemistir (P=.77).

Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda kodominant modele gére CC, CT ve TT
genotipine sahip bireyler karsilastirildiginda plazma miR-155-5p rélatif ekspresyon
seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.19).
Resesif modelde TT genotipine sahip bireylerle CC veya CT genotipine sahip bireyler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.08). Benzer sekilde
dominant modelde ise CT veya TT genotipine sahip bireyler CC genotipine sahip
bireyler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(P=.38).

Kontrol grubunda CC, CT ve TT genotipine sahip bireyler arasinda plazma miR-196a-
Sp rolatif ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (P=.95). Resesif modele gore TT genotipine sahip bireylerle CC veya
CT genotipine sahip bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (P=.93). Benzer sekilde dominant modelde ise T alelini tasiyan ve

tagimayan bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir (P=.84).
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Cizelge 3.25: miR-196a-5p plazma ekspresyon seviyesinin MIR196A2
rs11614913 C/T genotiplerine gore Grup-2 popiilasyonunu olusturan naif

RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari arasinda ve grup
i¢i karsilastirmasi.

SNP Genotip Naif RRMS Fingolimod Alan Kontrol p
(N/F/K) (n=30) RRMS (n=29) (n=30)
cc 1.84+1.76 0.58 +0.58 2.63+3.71 -
€ (9/7/13) 1.43 (0.77-2.39) 0.35 (0.09-1.06) 0.81(0.20-3.22)
£3 cT 1.82 + 1.692 0.89 + 1.08" 1.62+1.85 o
SS  (171613) 1.40 (0.49-2.22) 0.37 (0.17-1.17) 1.11(0.77-1.75)
< T 2.97+1.12 187 <153 2.55+3.79 5
(4/6/4) 3.27 (2.25-3.70) 1.80 (0.37-2.86) 0.91(0.30-4.80)
P! 30 19 95
- CC+CT 1.83 + 1.68° 0.79 + 0.95¢ 2134292 o1
T (26/23/26) 1.41 (0.52-2.39) 0.35 (0.16-1.06) 1.03(0.50-2.97)
") O
x> TT 2.97+1.12 1.87+1.53 2.55+3.79 52
(4/6/4) 3.27 (2.25-3.70) 1.80 (0.37-2.86) 0.91(0.30-4.80)
P2 14 .08 93
. cc 1.84+1.76 0.58 + 0.58 2.63+3.71 26
€3 (9/7/13) 1.43 (0.77-2.39) 0.35 (0.09-1.06) 0.81(0.20-3.22)
‘= O
£= CT+TT 2.04+1.64 1.16+1.26 1.84+2.33 06
a (21/22/17) 1.42 (0.52-3.12) 0.56 (0.18-1.82) 1.11(0.68-1.75)
P? 7 38 84

Veriler ilk satirda ortalama =+ standart sapma, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olarak verilmis olup gruplar
arasindaki karsilastirmalar Kruskal-Wallis H testi ile gerceklestirilmistir. Post-hoc analizleri Mann-Whitney U
testi ile gergeklestirilmistir. Aynmi grup icindeki karsilagtirmalar P! igin Kruskal-Wallis H testi ile
gergeklestirilirken, P? ve P2 i¢in normal dagilim gdstermeyen veriler Mann-Whitney U testi ile, normal dagilim
gosteren veriler bagimsiz drneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri hesaplanmustir. *: Normal dagilim
gosteren veriler. & Fingolimod grubu ile karsilastirildiginda P=.06. ®: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P=.11
¢ Fingolimod grubu ile karsilastirildiginda P=.02. % Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P=.047. Post-hoc
sonuglari i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmustir. N: Naif RRMS hastalari, F: Fingolimod tedavisi alan RRMS
hastalar1, K: Kontrol.

Naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinda ayni genotipe
sahip bireyler gruplar arasinda karsilastirildiginda CC ve TT genotipine sahip naif
RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari arasinda plazma miR-
196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan anlaml bir fark bulunmamaktadir
(CC: P=.26; TT: P=.52). CT genotipine sahip bireylerin plazma miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu goriilse de
post-hoc sonuclar icin gerceklestirilen Bonferroni diizeltmesinden sonra bu fark
istatistiksel olarak anlamliligin1 kaybetmistir (Tim gruplar arasi: P=.04; Fingolimod
alan RRMS-Naif RRMS: P=.06; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P=.11). CC veya
CT genotipine sahip bireyler karsilastirildiginda, ayni1 genotipe sahip naif RRMS,
fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari arasinda plazma miR-196a-5p
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rolatif ekspresyon seviyesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir
(Tim gruplar arasi: P=.01; Fingolimod alan RRMS-Naif RRMS: P=.02; Fingolimod
alan RRMS-Kontrol: P=.047). CC veya CT genotipine sahip fingolimod tedavisi alan
RRMS grubunda, ayni genotipe sahip naif RRMS ve kontrol gurubuna gore plazma
miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi istatistiksel anlamda daha disiiktiir. CT veya
TT genotipine sahip naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari
arasinda plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda,

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.06).
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Sekil 3.7: Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin naif RRMS,
fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinda rs11614913 C/T
SNP’sinin genotip ve genotip modellerine gore dagilimi (¥**P=.02; *P=.047).

3.3.4 Demografik ve klinik kategorik parametrelere gore karsilastirma

Bu boéliimde naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS gruplar1 demografik ve
klinik kategorik parametrelere gore gruplandirilmis ve olusturulan bu gruplar arasinda
plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri ve diger klinik parametreler
karsilastirilmistir. Demografik ve klinik kategorik parametrelerin yani sira naif RRMS
ve fingolimod tedavisi alan RRMS gruplar1 diisiik ve yiiksek plazma miRNA rolatif
ekspresyon seviyelerine, EDSS skorlarina ve MSSS diizeylerine gore de

gruplandirilmis ve gruplar arasinda karsilastirmalar gerceklestirilmistir. Bu boliimdeki
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analizler naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS gruplarinda ayr1 ayri
gerceklestirilmistir. Olusturulan gruplarda normal dagilim gosteren parametrelerin
gruplar arasinda karsilastirmasi i¢in bagimsiz 6rneklem t-test kullanilirken, en az bir
grupta normal dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar arasinda karsilastirmasi

icin Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

3.3.4.1 Naif RRMS grubunda gerceklestirilen analizler

Grup-2’deki naif RRMS hastalarinin klinik bilgileri demografik ve klinik kategorik
parametrelere gore olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmistir. Bu baglamda, naif
RRMS hastalar1 kendi i¢inde cinsiyet (Cizelge 3.26), sigara kullanim durumu (Cizelge
3.27) ve kontrast tutan lezyon varligina (Cizelge 3.28) gore ikili gruplara ayrilmas,
plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, MRG parametreleri, EDSS skorlari,
MSSS degerleri, hastalik siireleri, serum 25-(OH) D3 ve lipit paneli diizeyleri
olusturulan bu gruplar arasinda Kkarsilagtirllmistir. Ayrica serum 25-(OH) D3
seviyeleri, MRG parametreleri, EDSS skorlari ve MSSS degerleri de diisiik ve yiiksek
plazma miRNA roélatif ekspresyon seviyelerine gore olusturulan gruplar arasinda
karsilastirilmistir (Cizelge 3.29). Ek olarak hastalar EDSS skorlar1 ve MSSS
degerlerinin medyan degerlerine gore belirlenen simir degerinden ayrilarak gruplar
arasinda karsilagtirma analizleri gergeklestirilmistir (Cizelge 3.30). Son olarak orta
diizey EDSS riskine (EDSS>3) ve hizli MS progresyonu riskine (MSSS>5) gore
olusturulan gruplar arasinda plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri ve MRG

parametreleri karsilastirilmistir (Cizelge 3.31).

Cinsiyetler arasinda karsilastirma sonuclari

Naif RRMS hastalarinin plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, MRG
parametreleri, EDSS skorlari, MSSS degerleri, hastalik siireleri, serum 25-(OH) D3 ve

lipit paneli diizeyleri cinsiyetler arasinda karsilastirilmistir (Cizelge 3.26).

Naif RRMS grubunda cinsiyetler arasinda gerceklestirilen karsilastirmada plazma
miR-146a-5p (P=.29), miR-155-5p (P=.77) ve miR-196a-5p (P=.84) rolatif
ekspresyon seviyeleri yoniinden kadin ve erkek hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark goriillmemistir. Benzer sekilde T1 (P=.55) ve T2 (P=.30) lezyon

sayilar1 agisindan da cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunmamistir. Cinsiyetler arasinda EDSS skorlar1 (P=.64), MSSS degerleri (P=.83)
ve hastalik siireleri de (P=.55) karsilastirilmis, bu parametreler bakimindan da kadin
ve erkek naif RRMS hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir. Naif RRMS grubunda cinsiyetler arasinda serum 25-(OH) D3 (P=.32),
total kolesterol (P=.56), trigliserit (P=.07), LDL-kolesterol (P=.67) ve HDL-kolesterol
(P=.07) diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir fark
serum  VLDL-kolesterol

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (P=.02). Buna

karsilastirildiginda

bulunmamaktadir. Cinsiyetler arasinda diizeyleri

gore erkek naif RRMS hastalarin serum VLDL-kolesterol diizeyleri kadin hastalara
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksektir (Cizelge 3.26).

Cizelge 3.26: Grup-2’de naif RRMS hastalarinda klinik ve deneysel
parametrelerin cinsiyetler arasinda karsilagtirma analizi sonuglari.

Cinsiyet p
Erkek (n=11) Kadin (n=19)
miR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.43 + 1.60 2.34+3.17 29
medyan (Q1-Q3) 0.77 (0.44-2.31) 1.46 (0.65-2.09) '
mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.54+£0.25 0.81+0.89 77
medyan (Q1-Q3) 0.59 (0.33-0.70) 0.48 (0.22-0.62) '
mMiR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.90 £ 1.82 2.03 +£1.60 84
medyan (Q1-Q3) 1.43 (0.43-3.12) 1.42 (0.77-3.11) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 173+ 11.6 14.1+78 55
medyan (Q1-Q3) 16.0 (8.0-22.0) 12.0(9.0-16.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 15.7+11.7 124+5.6 30"
medyan (Q1-Q3) 14.0 (7.0-22.0) 11.0 (9.0-14.0) '
EDSS, ortalama + SS 0.77+0.93 1.05+1.12 64
medyan (Q1-Q3) 0.00 (0.00-2.00) 1.00 (0.00-1.50) '
MSSS, ortalama £+ SS 2.52+231 2.13+1.67 83
medyan (Q1-Q3) 0.67 (0.67-5.24) 2.44 (0.67-3.19) '
Hastalik Siiresi (Yil), ortalama + SS 1.1£0.3 35+£5.6 55
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-1.0) 1.0 (1.0-1.0) '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.87+1.02 4.64 +1.04 56"
medyan (Q1-Q3) 4.56 (4.20-5.13) 4.30 (3.78-5.28) '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.83+0.94 1.27 +0.69 07"
medyan (Q1-Q3) 1.74 (0.99-2.31) 1.04 (0.77-1.54) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.75+0.88 2.58 £0.86 67
medyan (Q1-Q3) 2.36 (2.05-3.16) 2.34 (1.99-2.69) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.28 £0.28 1.51+£0.33 07"
medyan (Q1-Q3) 1.30 (1.11-1.50) 1.48 (1.22-1.61) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.84+0.43 0.53+0.26 02"
medyan (Q1-Q3) 0.80 (0.47-1.06) 0.43 (0.36-0.70) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 53.78 £ 52.90 35.50+22.53 32

medyan (Q1-Q3)

32.00 (29.00-62.00)

27.00 (20.00-41.00)

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak sunulan normal dagilim goéstermeyen veriler Mann-
Whitney U testi ile, normal dagilim gosteren veriler bagimsiz orneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri
hesaplanmugtir. *: Normal dagilim gdsteren veriler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple
Sclerosis Severity Score, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low

density lipoprotein, 25-(OH) Ds: 25-Hidroksivitamin Da.
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Sigara kullanimina gore olusturulan gruplar arasinda karsilastirma sonuclari

Naif RRMS hastalarinin plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, MRG
parametreleri, EDSS skorlari, MSSS degerleri, hastalik siireleri, serum 25-(OH) D3 ve
lipit paneli diizeyleri sigara kullanan ve kullanmayan hastalar arasinda karsilastiriimas,

sonuglar Cizelge 3.27’de sunulmustur.

Naif RRMS grubunda
karsilagtirmalarda plazma miR-146a-5p (P=.60) ve miR-196a-5p (P=.65) rolatif

sigara kullanim durumuna gore gergeklestirilen
ekspresyon seviyeleri yoniinden sigara kullanan ve kullanmayan hastalar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

Cizelge 3.27: Grup-2’deki naif RRMS hastalarinda klinik ve deneysel
parametrelerin sigara kullanim durumuna gore karsilastirma analizi sonuglari.

Sigara p
Var (n=10) Yok (n=20)
mMiR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.75+1.53 2.18+3.25 60
medyan (Q1-Q3) 1.51 (0.77-1.96) 1.10 (0.45-2.24) '
mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.89 £0.65 0.65+0.78 04
medyan (Q1-Q3) 0.68 (0.43-1.00) 0.47 (0.22-0.59) '
mMiR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 2.22+1.72 1.91+£1.68 65"
medyan (Q1-Q3) 1.88 (0.83-3.44) 1.42 (0.52-3.11) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 125+5.4 17.0+10.8 38
medyan (Q1-Q3) 12.0 (9.0-14.0) 14.0 (9.0-14.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 11.5+5.0 149+9.8 31"
medyan (Q1-Q3) 11.0 (8.0-14.0) 13.0 (9.0-20.0) '
EDSS, ortalama + SS 0.90 +0.88 1.03£1.15 98
medyan (Q1-Q3) 1.00 (0.00-2.00) 1.00 (0.00-1.50) '
MSSS, ortalama + SS 222+1.93 2.39+£1.96 .99
medyan (Q1-Q3) 1.78 (0.67-2.44) 2.44 (0.67-4.30) '
Hastalik Siiresi (Y1l), ortalama + SS 28+53 2.6+44 91
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-1.0) 1.0 (1.0-1.0) '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 534+1.17 435+0.76 o1’
medyan (Q1-Q3) 4.90 (4.51-6.24) 4.14 (3.76-4.92) '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.58 £ 0.81 1.41+0.87 38
medyan (Q1-Q3) 1.45 (1.01-1.99) 1.03 (0.80-1.81) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 3.18+1.04 2.35+£0.61 009
medyan (Q1-Q3) 2.75 (2.36-4.14) 2.11 (1.89-2.59) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.29+£0.26 1.44+£0.28 19*
medyan (Q1-Q3) 1.31 (1.11-1.45) 1.50 (1.19-1.58) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.74+0.37 0.61+0.36 25
medyan (Q1-Q3) 0.74 (0.52-0.91) 0.45 (0.36-0.78) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 51.33 £53.95 37.12+£22.92 79

medyan (Q1-Q3)

33.00 (20.00-56.00)

30.00 (23.00-41.00)

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak sunulan normal dagilim goéstermeyen veriler Mann-
Whitney U testi ile, normal dagilim gosteren veriler bagimsiz orneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri
hesaplanmugtir. *: Normal dagilim gosteren veriler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple
Sclerosis Severity Score, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low

density lipoprotein, 25-(OH) Ds: 25-Hidroksivitamin Da.
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Sigara icen ve igmeyen kisiler arasinda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiis, sigara kullanmayan
kisilerde kullanan kisilere gore daha diisiik oldugu bulunmustur (P=.04). MRG
parametrelerine bakildiginda T1 (P=.38) ve T2 (P=.31) lezyon sayilar1 agisindan
sigara kullanan ve kullanmayan hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir. Gruplar arasinda EDSS skorlar1 (P=.98), MSSS degerleri (P>.99) ve
hastalik stireleri de (P=.91) karsilastirilmis, bu parametreler bakimindan da sigara
kullanan ve kullanmayan naif RRMS hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir. Naif RRMS grubunda sigara kullanan ve kullanmayan kisiler
arasinda serum 25-(OH) D3 (P=.79), trigliserit (P=.38), HDL-kolesterol (P=.19) ve
VLDL-kolesterol (P=.25) diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamaktadir. Bu parametrelerin yani sira sigara kullanan ve kullanmayan
hastalar arasinda serum total kolesterol (P=.01) ve LDL-kolesterol (P=.009) diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir. Buna gore her
iki lipit parametresinin de serum diizeyleri sigara kullanan naif RRMS hastalarinda,
sigara kullanmayan naif RRMS hastalarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede

daha yiiksektir (Cizelge 3.27).

Kontrast tutan lezyon durumuna gore olusturulan gruplar arasinda

karsilastirma sonuclari

Naif RRMS hastalarinin plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, MRG
parametreleri, EDSS skorlari, MSSS degerleri, hastalik siireleri, serum 25-(OH) D3 ve
lipit paneli diizeyleri kontrast tutan lezyonu olan ve olmayan hastalar arasinda

karsilastirilmis, sonuclar Cizelge 3.28’de sunulmustur.

Naif RRMS grubunda kontrast tutan lezyon varligina gére olusturulan gruplar arasinda
gerceklestirilen karsilastirmada plazma miR-146a-5p (P=.24), miR-155-5p (P=.53) ve
miR-196a-5p (P=.89) rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan kontrast tutan lezyonu
olan ve olmayan hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
Benzer sekilde T1 (P=.13) ve T2 (P=.14) lezyon sayilar1 agisindan da kontrast tutan
lezyonu olan ve olmayan hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamuistir. Gruplar arasinda EDSS skorlar1 (P=.82), MSSS degerleri (P=.89) ve

hastalik siireleri (P=.76) karsilastirilmis, bu parametreler bakimindan da kontrast tutan
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lezyonu olan ve olmayan naif RRMS hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir. Kontrast tutan lezyonu olan ve olmayan hastalar arasinda serum
25-(OH) Ds (P=.24), total kolesterol (P=.46), trigliserit (P=.48), LDL-kolesterol
(P=.59), HDL-kolesterol (P=.18) ve VLDL-kolesterol (P=.87) diizeyleri

karsilastirilmis, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Cizelge 3.28).

Cizelge 3.28: Grup-2’deki naif RRMS hastalarinda klinik ve deneysel
parametrelerin kontrast tutan lezyon varligina gore karsilagtirma analizi

sonugclari.
Kontrast Tutan Lezyon p
Var (n=9) Yok (n=21)
miR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.56 +1.79 3.05+4.10 24
medyan (Q1-Q3) 1.10 (0.45-1.73) 1.68 (0.74-2.81) '
mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.73 £0.70 0.67 +£0.84 53
medyan (Q1-Q3) 0.57 (0.33-0.70) 0.43 (0.33-0.60) '
miR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 2.07+1.84 1.77+1.15 89
medyan (Q1-Q3) 1.38 (0.67-3.12) 1.75 (1.42-2.39) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 16.1+8.8 13.4+10.7 13
medyan (Q1-Q3) 13.0 (11.0-17.0) 9.0 (7.0-18.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 14.7+ 8.6 11.1+7.6 14
medyan (Q1-Q3) 12.0 (10.0-17.0) 9.0 (6.0-15.0) '
EDSS, ortalama + SS 0.93 £0.88 1.00 £ 1.41 82
medyan (Q1-Q3) 1.00 (0.00-1.50) 0.00 (0.00-2.00) '
MSSS, ortalama + SS 2.29+1.87 2.23+2.10 89
medyan (Q1-Q3) 2.44 (0.67-4.30) 0.67 (0.67-3.19) )
Hastalik Siiresi (Yil), ortalama + SS 24+4.0 3.1+6.0 76
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-1.0) 1.0 (1.0-1.0) )
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.82+1.13 4.52+0.71 46"
medyan (Q1-Q3) 4.53 (3.91-5.35) 4.48 (4.07-5.08) '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.55+0.82 1.31+0.87 48"
medyan (Q1-Q3) 1.33 (0.87-2.04) 1.07 (0.84-1.48) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.65+0.97 2.62+0.57 59
medyan (Q1-Q3) 2.31 (2.01-2.78) 2.49 (2.23-3.16) )
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.48£0.32 1.29+0.32 18
medyan (Q1-Q3) 1.48 (1.30-1.58) 1.19 (1.11-1.50) )
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.64+0.35 0.66 +0.41 87"
medyan (Q1-Q3) 0.54 (0.36-0.79) 0.54 (0.39-0.91) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 45.89 +40.44 32.38 +£18.51 24

medyan (Q1-Q3) 32.00 (24.00-56.00)  23.50 (18.50-43.00)
Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak sunulan normal dagilim gostermeyen veriler Mann-Whitney U testi ile,
normal dagilim gdsteren veriler bagimsiz 6rneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri hesaplanmistir. : Normal dagilim
gosteren veriler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, HDL: High density
lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein, 25-(0OH) Ds: 25-Hidroksivitamin D.

Diisiik-yiiksek plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyelerine gore olusturulan

gruplar arasinda karsilastirma sonuclari

Naif RRMS grubu, miRNA ekspresyon seviyelerine gore gruplandirilmis ve
olusturulan gruplar arasinda klinik parametreler karsilastirilmistir. Naif RRMS
grubuna ait miRNA ekspresyon seviyelerinin medyan degerleri sinir de§er olarak

belirlenmis, rolatif ekspresyon seviyesi sinir degerine esit ve lizerinde olan bireyler
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yiiksek; sinir degerinin altinda olan bireyler ise diisiik plazma miRNA rolatif
ekspresyon seviyesine sahip olanlar olarak kategorize edilmistir. Ardindan diisiik ve
yuksek plazma miRNA rélatif ekspresyon seviyelerine sahip bireyler arasinda serum

25-(OH) Ds diizeyleri, MRG parametreleri, EDSS skorlar1 ve MSSS degerleri

karsilastirilmistir (Cizelge 3.29).

Cizelge 3.29: Grup-2°deki naif RRMS grubunda klinik ve deneysel
parametrelerin medyan degeri olarak belirlenen sinir degerine gore diisiik ve
yiiksek miRNA ekspresyon seviyelerine sahip bireyler arasinda karsilastirma

analizi sonuglari.

miR-146a-5p Kat Degisimi

Diisiik (<1.19) Yiiksek (>1.19) P
(n=15) (n=15)
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 15.0+10.0 15.0+9.0 97
medyan (Q1-Q3) 12.0 (9.0-18.0) 12.0 (9.0-21.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 14.0£10.0 13.0+ 6.0 75*
medyan (Q1-Q3) 10.0 (8.0-17.0) 12.0 (9.0-16.0) )
EDSS, ortalama + SS 0.80+0.92 1.10+1.17 51
medyan (Q1-Q3) 1.00 (0.00-1.50) 1.00 (0.00-2.00) '
MSSS, ortalama + SS 2.20+1.81 2.34 +£2.05 81
medyan (Q1-Q3) 2.44 (0.67-4.30) 1.12 (0.67-4.30) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 35.50 +24.35 46.47 £42.84 46
medyan (Q1-Q3) 29.50 (21.50-36.00) 33.00 (20.00-61.00) '
miR-155-5p Kat Degisimi
Diisiik (<0.50) Yiiksek (>0.50)
(n=15) (n=15)
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 16.0+10.0 14.0+9.0 49"
medyan (Q1-Q3) 14.0 (10.0-20.0) 12.0 (8.0-16.0) )
T2 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 15.0£9.0 12.0+£7.0 29
medyan (Q1-Q3) 14.0 (9.0-17.0) 10.0 (7.0-14.0) '
EDSS, ortalama + SS 0.90+0.83 1.00+1.25 87
medyan (Q1-Q3) 1.00 (0.00-1.50) 1.00 (0.00-2.00) '
MSSS, ortalama + SS 2.36+2.03 2.19+1.84 84
medyan (Q1-Q3) 1.12 (0.67-4.30) 2.44 (0.67-3.19) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 34.64 +16.79 49.08 £48.26 62
medyan (Q1-Q3) 29.50 (20.00-53.00) 32.00 (24.00-39.00) '
miR-196a-5p Kat Degisimi
Diisiik (<1.42) Yiiksek (>1.42)
(n=14) (n=16)
T1 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 14.0+7.0 16.0+11.0 >.99
medyan (Q1-Q3) 12.0 (10.0-17.0) 13.0 (9.0-20.0) '
T2 Lezyon Sayisy, ortalama = SS 13.0£6.0 14.0+£10.0 98
medyan (Q1-Q3) 11.0 (9.0-17.0) 13.0 (9.0-16.0) '
EDSS, ortalama + SS 0.57+0.73 1.28 £1.18 10
medyan (Q1-Q3) 0.00 (0.00-1.00) 1.00 (0.00-2.00) '
MSSS, ortalama + SS 1.57+1.38 2.890+2.12 09
medyan (Q1-Q3) 0.67 (0.67-2.44) 2.44 (0.67-4.91) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 38.58 £26.51 44.00 £42.34 65

medyan (Q1-Q3)

28.50 (19.50-54.50) 33.00 (23.00-41.00)

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak sunulan normal dagilim gdstermeyen veriler Mann-Whitney U testi
ile, normal dagilim gosteren veriler bagimsiz 6rneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri hesaplanmistir. “: Normal
dagilim gosteren veriler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, 25-(OH) Ds:
25-Hidroksivitamin Ds. Naif RRMS grubunda plazma miRNA rélatif ekspresyon seviyelerinin medyan degerleri sinir deger
olarak se¢ilmistir. Diigiik miR-146a-5p <1.19 ve yiiksek miR-146a-5p >1.19, diisik miR-155-5p <0.50 ve yiiksek miR-155-
5p >0.50, diigiik miR-196a-5p <1.42 ve yiiksek miR-196a-5p >1.42 sinir degerlerine gére ayrilmigtir.
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Naif RRMS grubuna ait plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyesinin bu grupta
medyan degeri olan 1.19 siir degeri olarak secilmis, bu degere esit ve ilizerinde
ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler yiiksek, bu degerin altinda ekspresyon
seviyesine sahip olan bireyler diisiik plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyesine
sahip olanlar olarak gruplandirilmigtir. Benzer sekilde plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin bu grupta medyan degeri olan 0.50 sinir degeri olarak se¢ilmis,
bu degere esit ve lizerinde ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler yiiksek, bu
degerin altinda ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler diisiik plazma miRNA roélatif
ekspresyon seviyesine sahip olanlar olarak gruplandirilmistir. Bir diger miRNA olan
miR-196a-5p’nin de bu grupta medyan degeri olan 1.42 smir degeri olarak se¢ilmis,
bu degere esit ve lizerinde ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler yiiksek, bu
degerin altinda ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler diisiik plazma miRNA rolatif
ekspresyon seviyesine sahip olanlar olarak gruplandirilmistir. Serum 25-(OH) D3
diizeyleri, T1 ve T2 lezyon sayilari, EDSS skorlari ve MSSS degerleri diisiik ve yiiksek
plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyesine sahip bireyler arasinda

karsilastirilmistir.

Gruplar arasinda karsilastirma sonuglarina gore, her iic miRNA i¢in de serum 25-(OH)
D3 diizeyleri, T1 ve T2 lezyon sayilari, EDSS skorlari ve MSSS degerleri bakimindan
diisiik ve ytliksek plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyesine sahip bireyler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge 3.29).

Medyan degerine gore belirlenen sinir degerinden ayrilan EDSS skorlar1 ve

MSSS degerlerine gore olusturulan gruplar arasinda karsilastirma sonuglari

Naif RRMS grubu, EDSS skorlarina ve MSSS degerlerine gore gruplandirilmis ve
olusturulan gruplar arasinda klinik parametreler karsilastirilmistir. Naif RRMS
grubunda EDSS skorlarinin ve MSSS degerlerinin medyan degerleri sinir deger olarak
belirlenmis, EDSS ve MSSS degeri sinir degerine esit ve iizerinde olan bireyler ve
sinir degerinin altinda olan bireyler olarak iki gruba ayrilmistir. Ardindan bu gruplar
arasinda plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, T1 ve T2 lezyon sayilar

karsilastirilmistir (Cizelge 3.30).

Naif RRMS grubuna ait EDSS skorlarinin bu grupta medyan degeri olan 1.00 sinir
degeri olarak se¢ilmis, naif RRMS grubu bu degere esit ve iizerinde EDSS skoruna
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sahip olan bireyler ve bu degerin altinda EDSS skoruna sahip olan bireyler olarak iki
gruba ayrilmistir. Benzer sekilde MSSS degerlerinin de bu grupta medyan degeri olan
1.78 smir degeri olarak secilmis, naif RRMS grubu bu degere esit ve iizerinde MSSS
degerine sahip olan bireyler ve bu degerin altinda MSSS degerine sahip olan bireyler
olarak iki gruba ayrilmistir. Plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, T1 ve T2
lezyon sayilar1 medyan degerine gore belirlenmis sinir degerinden ayrilan EDSS ve

MSSS gruplar arasinda karsilastirilmistir (Cizelge 3.30).

Cizelge 3.30: Grup-2’deki naif RRMS grubunda klinik ve deneysel
parametrelerin medyan degerine gore belirlenen sinir degerinden ayrilan
EDSS ve MSSS degerleri arasinda karsilastirma analizi sonuglari.

EDSS
EDSS<1.00 EDSS>1.00 P
(n=13) (n=17)

miR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.92+2.19 2.07£3.11 93
medyan (Q1-Q3) 1.16 (0.58-2.24) 1.33 (0.65-1.69) '

miR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.65+0.68 0.76 £0.78 87
medyan (Q1-Q3) 0.57 (0.31-0.70) 0.48 (0.33-0.62) '

miR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.70 £ 1.90 2.20+1.46 15
medyan (Q1-Q3) 0.83 (0.38-2.41) 1.97 (1.38-3.11) )

T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 13.0+6.0 17.0+11.0 59
medyan (Q1-Q3) 12.0 (9.0-16.0) 12.0 (10.0-20.0) )

T2 Lezyon Sayisi, ortalama £+ SS 12.0£6.0 15.0+£10.0 a1
medyan (Q1-Q3) 11.0 (8.0-14.0) 12.0 (9.0-17.0) '

MSSS
MSSS<1.78 MSSS>1.78
(n=15) (n=15)

miR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.89 +£2.03 2.12+3.32 81
medyan (Q1-Q3) 1.22 (0.58-2.24) 1.10 (0.45-2.09) '

mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.62 +0.64 0.80 +0.82 74
medyan (Q1-Q3) 0.48 (0.31-0.70) 0.53 (0.33-0.69) )

miR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.77 £ 1.80 2.19+1.52 29
medyan (Q1-Q3) 1.03 (0.38-3.11) 1.97 (0.87-3.12) )

T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 13.0+6.0 17.0+12.0 65
medyan (Q1-Q3) 12.0 (9.0-16.0) 12.0 (10.0-21.0) )

T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 12.0£5.0 15.0+£11.0 38"
medyan (Q1-Q3) 11.0(8.0-14.0) 12.0 (9.0-20.0) '

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak sunulan normal dagilim gostermeyen veriler Mann-Whitney U testi
ile, normal dagilim gdsteren veriler bagimsiz rneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri hesaplanmustir. *: Normal dagilim
gosteren veriler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score. EDSS<1.00 ve
EDSS>1.00, MSSS<1.78 ve MSSS>1.78 medyan degerlerine gore belirlenen sinir degerlerinden ayrilmistir.

Naif RRMS grubunda medyan degerine gore belirlenen sinir degerinden ayrilan EDSS
ve MSSS degerlerine sahip bireyler arasinda karsilastirma sonuclarina bakildiginda
EDSS<1.00 ve EDSS>1.00 skoruna sahip bireyler arasinda plazma miRNA rolatif
ekspresyon seviyeleri ve MRG parametreleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir. Benzer sekilde naif RRMS grubu, bu gruptaki MSSS

degerlerinin medyan degerine gore belirlenen smir degerinden ikiye ayrilarak
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gruplandirildiginda MSSS<1.78 ve MSSS>1.78 degerlerine sahip bireyler arasinda

plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri ve MRG  parametreleri

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge 3.30).

Orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ve hizhh MS progresyon riskine (MSSS>5) gore

olusturulan gruplar arasinda karsilastirma sonuclari

Naif RRMS grubunda EDSS skoru 3’e esit veya 3’ten kiigiik olan hastalar hafif diizey
EDSS skoruna, 3’ten biiyiik hastalar orta diizey EDSS riskine sahip olanlar olarak;
MSSS degeri 5’e esit veya 5’ten kiigiik olan hastalar yavas MS progresyonuna, 5’ten
biiyiik olan hastalar hizli MS progresyon riskine sahip olanlar olarak ikiye ayrilmistir.
Plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri ve MRG parametreleri orta diizey EDSS
(EDSS>3) riskine sahip olan, olmayan ve hizli MS progresyon (MSSS>5) riskine

sahip olan, olmayan bireyler arasinda karsilastirilmistir (Cizelge 3.31).

Cizelge 3.31: Grup-2’deki naif RRMS grubunda klinik ve deneysel

parametrelerin orta diizey EDSS (EDSS>3) riskine sahip olan, olmayan ve
hizl1 MS progresyon (MSSS>5) riskine sahip olan, olmayan hastalar arasinda

karsilastirma analizi sonuglari.

Hafif diizey Orta diizey P
(EDSS<3.00)(n=29)  (EDSS>3.00)(n=1)
miR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.61 £1.65 1351 07
medyan (Q1-Q3) 1.16 (0.58-1.96) ' '
miR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.72+£0.74 053 .99
medyan (Q1-Q3) 0.48 (0.33-0.69) ' '
miR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.97 £ 1.68 239 67
medyan (Q1-Q3) 1.42 (0.67-3.11) ' '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 145+84 38.0 13
medyan (Q1-Q3) 12.0 (9.0-17.0) ' '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 13.1+8.0 28.0 13
medyan (Q1-Q3) 11.0 (9.0-15.0) ' '
Yavas progresyon Hizlh progresyon
(MSSS<5.00)(n=26)  (MSSS>5.00)(n=4)
mMiR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 2.09 +£2.88 1.45+1.07 >.99
medyan (Q1-Q3) 1.13 (0.58-2.09) 1.40 (0.76-2.14) '
mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.75+0.77 0.48£0.22 93
medyan (Q1-Q3) 0.50 (0.33-0.70) 0.51 (0.31-0.64) '
miR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.79+1.56 322+1.95 09
medyan (Q1-Q3) 1.39 (0.52-2.41) 2.57 (1.88-4.56) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 16.0+9.5 10.8+7.3 20
medyan (Q1-Q3) 12.5(10.0-18.0) 8.5 (5.5-16.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 144+ 8.6 9.0+5.0 16
medyan (Q1-Q3) 12.0 (9.0-17.0) 7.5 (5.5-12.5) '

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir ve

P degeri hesaplanmistir. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score.
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Grup-2 popiilasyonunda bulunan naif RRMS grubundaki orta diizey EDSS (EDSS>3)
riskine sahip hastalarla hafif diizey EDSS skoruna sahip hastalar arasinda plazma
miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, T1 ve T2 lezyon sayilar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Bu hasta grubunda hizli MS
progresyonu (MSSS>5) riskine ve yavas MS progresyonuna sahip bireyler arasinda da
plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, T1 ve T2 lezyon sayilar

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (Cizelge 3.31).

3.3.4.2 Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda gerceklestirilen analizler

Grup-2°deki fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinin klinik bilgileri demografik
ve klinik kategorik parametrelere gore olusturulan gruplar arasinda karsilastiriimistir.
Bu baglamda, fingolimod tedavisi alan RRMS hastalar1 kendi i¢inde cinsiyet (Cizelge
3.32), sigara kullanim durumu (Cizelge 3.33) ve kontrast tutan lezyon varliina
(Cizelge 3.34) gore ikili gruplara ayrilmis, plazma miRNA rdlatif ekspresyon
seviyeleri, MRG parametreleri, EDSS skorlari, MSSS degerleri, hastalik ve tedavi
stireleri, serum 25-(OH) D3 ve lipit paneli diizeyleri olusturulan bu gruplar arasinda
karsilastirilmistir. Ayrica serum 25-(OH) D3 seviyeleri, MRG parametreleri, EDSS
skorlar1 ve MSSS degerleri de diisiik ve yiliksek plazma miRNA rolatif ekspresyon
seviyelerine gore olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmistir (Cizelge 3.35). Ek
olarak hastalar EDSS skorlart ve MSSS degerlerinin medyan degerlerine gore
belirlenen sinir degerinden ayrilarak gruplar arasinda karsilastirma analizleri
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.36). Son olarak orta diizey EDSS riskine (EDSS>3) ve
hizli MS progresyonu riskine (MSSS>5) gore olusturan gruplar arasinda plazma
miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri ve MRG parametreleri karsilagtirilmigtir

(Cizelge 3.37).

Cinsiyetler arasinda karsilastirma sonuclari

Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinin plazma miRNA rolatif ekspresyon
seviyeleri, MRG parametreleri, EDSS skorlari, MSSS degerleri, hastalik ve tedavi
sireleri, serum 25-(OH) Dz ve lipit paneli diizeyleri cinsiyetler arasinda

karsilastirilmis, sonuclar Cizelge 3.32’de sunulmustur.
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Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda cinsiyetler arasinda gergeklestirilen
karsilagtirmada plazma miR-146a-5p (P=.87), miR-155-5p (P=.37) ve miR-196a-5p
(P=.87) rolatif ekspresyon seviyeleri yoniinden cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriillmemistir. Benzer sekilde T1 (P=.65) ve T2 (P=.62) lezyon
sayilar1 agisindan fingolimod tedavisi alan kadin ve erkek RRMS hastalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Cinsiyetler arasinda EDSS skorlari
(P=.17), MSSS degerleri (P=.97) ve tedavi siireleri de (P=.07) karsilastirilmis, bu
parametreler bakimindan da fingolimod tedavisi alan kadin ve erkek RRMS hastalari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Cizelge 3.32).

Cizelge 3.32: Grup-2’deki fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda klinik
ve deneysel parametrelerin cinsiyetler arasinda karsilastirma analizi sonuclari.

Cinsiyet p
Erkek (n=21) Kadin (n=8)
mMiR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 2.02+1.69 1.80 +1.87 87
medyan (Q1-Q3) 1.82 (0.43-3.41) 1.34 (0.91-2.02) '
mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.27 £0.44 0.16 £0.20 37
medyan (Q1-Q3) 0.11 (0.08-0.18) 0.09 (0.05-0.17) '
mMiR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.28 £ 1.67 0.92+0.93 87
medyan (Q1-Q3) 0.27 (0.14-2.56) 0.60 (0.20-1.52) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 34.8+19.9 28.8+ 134 65
medyan (Q1-Q3) 24.0 (20.0-51.5) 30.0 (18.0-38.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 31.8+17.0 26.3+12.0 62
medyan (Q1-Q3) 22.0 (20.0-45.0) 27.0 (18.0-36.0) '
EDSS, ortalama + SS 2.19+0.70 1.69 £1.02 17
medyan (Q1-Q3) 2.25 (1.75-2.75) 1.50 (1.00-2.50) '
MSSS, ortalama + SS 2.65+2.28 2.62+1.73 97"
medyan (Q1-Q3) 1.85 (1.08-3.80) 2.33(1.28-3.34) '
Hastalik Siiresi (Y1l), ortalama + SS 12.5+£5.9 6.6+3.1 o1
medyan (Q1-Q3) 13.5 (9.5-15.5) 6.0 (4.0-9.0) '
Tedavi Siiresi (Yil), ortalama + SS 9.0+£4.0 6.0£3.0 07"
medyan (Q1-Q3) 11.0 (4.0-12.0) 5.0 (4.0-8.0) '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 446 +0.94 478 +1.13 18"
medyan (Q1-Q3) 4.60 (3.83-5.05) 4.71 (4.04-5.46) '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 2.14+1.63 1.58£0.89 37
medyan (Q1-Q3) 1.34 (1.18-2.60) 1.32 (1.07-1.82) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.49+0.70 2.74 £ 0.86 47"
medyan (Q1-Q3) 2.62 (2.11-2.87) 2.54 (2.15-3.19) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.13+£0.34 1.54 £0.50 02
medyan (Q1-Q3) 1.09 (0.91-1.23) 1.35(1.19-1.79) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.98+0.75 0.66 = 0.40 18
medyan (Q1-Q3) 0.62 (0.53-1.19) 0.54 (0.49-0.73) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 29.75 £ 24.60 20.86 £ 11.07 58

medyan (Q1-Q3)

20.50 (13.00-43.50)

19.00 (13.00-27.00)

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak sunulan normal dagilim goéstermeyen veriler Mann-
Whitney U testi ile, normal dagilim gosteren veriler bagimsiz orneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri
hesaplanmugtir. *: Normal dagilim gésteren veriler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple
Sclerosis Severity Score, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low

density lipoprotein, 25-(OH) Ds: 25-Hidroksivitamin Da.
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Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda cinsiyetler arasinda hastalik siiresi
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmistiir (P=.01).
Fingolimod tedavisi alan erkek RRMS hastalarinin hastalik ge¢cmisleri, fingolimod
tedavisi alan kadin RRMS hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede daha
uzundur. Bu grupta serum 25-(OH) D3 (P=.58), total kolesterol (P=.48), trigliserit
(P=.37), LDL-kolesterol (P=.47) ve VLDL-kolesterol (P=.18) diizeyleri cinsiyetler
arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
Fingolimod tedavisi alan kadin RRMS hastalariin serum HDL-kolesterol
diizeylerinin fingolimod tedavisi alan erkek RRMS hastalarina gore istatistiksel olarak

anlamli derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.02) (Cizelge 3.32).

Sigara kullanima gore olusturulan gruplar arasinda karsilastirma sonuclari

Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalariin plazma miRNA rolatif ekspresyon
seviyeleri, MRG parametreleri, EDSS skorlari, MSSS degerleri, hastalik siireleri,
serum 25-(OH) D3 ve lipit paneli diizeyleri sigara kullanan ve kullanmayan hastalar

arasinda karsilastirilmis, sonuglar Cizelge 3.33’°te sunulmustur.

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda sigara kullanim durumuna gore
gerceklestirilen karsilastirmalarda plazma miR-146a-5p (P=.35), miR-155-5p (P=.06)
ve miR-196a-5p (P=.23) rolatif ekspresyon seviyeleri yoniinden sigara kullanan ve
kullanmayan fingolimod tedavisi alan RRMS hastalar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gériilmemistir. MRG parametrelerine bakildiginda T1 (P>.99) ve T2
(P=.90) lezyon sayilar1 agisindan sigara kullanan ve kullanmayan fingolimod tedavisi
alan RRMS hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
Sigara kullanan ve kullanmayan bireyler arasinda EDSS skorlar1 (P=.35), MSSS
degerleri (P=.41), hastalik siireleri (P=.09) ve tedavi siireleri (P=.20) karsilastirilmas,
bu parametreler bakimindan da sigara kullanan ve kullanmayan fingolimod tedavisi
alan RRMS hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda sigara kullanan ve kullanmayan kisiler
arasinda serum 25-(OH) D3 (P=.18), total kolesterol (P=.58), trigliserit (P=.60), LDL-
kolesterol (P=.44), HDL-kolesterol (P=.18) ve VLDL-kolesterol (P=.24) diizeyleri
karsilastirildiginda, sigara kullanan ve kullanmayan fingolimod tedavisi alan RRMS

hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge 3.33).
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Cizelge 3.33: Grup-2°deki fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda klinik
ve deneysel parametrelerin sigara igme durumuna gore karsilagtirma analizi

sonugclari.
Sigara P
Var (n=20) Yok (n=9)
mMiR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 2.22+1.54 1.74+1.95 35
medyan (Q1-Q3) 1.97 (0.96-3.50) 1.18 (0.90-2.07) '
mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.34+0.44 0.13+£0.19 06
medyan (Q1-Q3) 0.17 (0.09-0.39) 0.08 (0.05-0.13) '
miR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.69 +1.63 0.79 £0.83 23
medyan (Q1-Q3) 1.17 (0.27-3.20) 0.40 (0.17-1.35) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 30.0+15.8 29.7+154 > 99
medyan (Q1-Q3) 23.0 (19.5-42.5) 30.0 (18.5-37.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 27.5+13.6 27.1+13.5 90
medyan (Q1-Q3) 23.0 (19.5-37.0) 27.0 (18.5-35.0) '
EDSS, ortalama + SS 2.00£0.80 1.65+£0.90 35%
medyan (Q1-Q3) 2.00 (1.25-2.75) 1.50 (1.00-2.50) '
MSSS, ortalama + SS 2.30+2.10 2.66+1.78 M
medyan (Q1-Q3) 1.49 (1.13-2.45) 2.60 (1.21-3.40) '
Hastalik Siiresi (Y1l), ortalama + SS 11.4+6.4 6.8+34 09"
medyan (Q1-Q3) 13.5 (5.5-15.0) 6.0 (4.0-9.0) '
Tedavi Siiresi (Yil), ortalama + SS 8.0+5.0 6.0£3.0 20"
medyan (Q1-Q3) 9.0 (5.0-13.0) 5.0 (4.0-9.0) '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.52+1.23 478 £1.05 58"
medyan (Q1-Q3) 4.53 (3.35-5.61) 4.70 (4.11-5.44) )
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 2.02 +1.61 1.66+0.94 60
medyan (Q1-Q3) 1.34 (1.18-2.13) 1.41 (1.08-1.84) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.51+0.95 2.78 £0.76 e
medyan (Q1-Q3) 2.58 (1.62-3.17) 2.65 (2.21-3.12) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.23+0.39 1.48£0.51 18
medyan (Q1-Q3) 1.10 (1.06-1.35) 1.32(1.17-1.72) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.93+0.74 0.70 £ 0.43 24
medyan (Q1-Q3) 0.62 (0.53-0.97) 0.56 (0.48-0.75) )
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 32.63 £24.61 19.35+9.94 18"

medyan (Q1-Q3) 23.00 (13.00-52.50)  19.00 (12.00-22.50)

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak sunulan normal dagilim gostermeyen veriler Mann-Whitney U testi ile,
normal dagilim gdsteren veriler bagimsiz 6rneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri hesaplanmistir. : Normal dagilim
gosteren veriler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, HDL: High density
lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein, 25-(OH) Ds: 25-Hidroksivitamin D;.

Kontrast tutan lezyon durumuna gore olusturulan gruplar arasinda

karsilastirma sonuglar

Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinin plazma miRNA rolatif ekspresyon
seviyeleri, MRG parametreleri, EDSS skorlari, MSSS degerleri, hastalik siireleri,
serum 25-(OH) Ds ve lipit paneli diizeyleri kontrast tutan lezyonu olan ve olmayan

hastalar arasinda karsilastirilmis, sonuglar Cizelge 3.34°te sunulmustur.

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda kontrast tutan lezyon varligina gore
gerceklestirilen karsilastirmalarda plazma miR-146a-5p (P=.56), miR-155-5p (P=.11)
ve miR-196a-5p (P=.74) r6latif ekspresyon seviyeleri yoniinden kontrast tutan lezyonu

olan ve olmayan hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
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T1 (P=.83) ve T2 (P=.74) lezyon sayilar1 agisindan da kontrast tutan lezyonu olan ve
olmayan hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir. Kontrast
tutan lezyonu bulunan ve bulunmayan bireyler arasinda EDSS skorlar1 (P=.48), MSSS
degerleri (P=.69), hastalik (P>.99) ve tedavi siireleri (P=.93) karsilastirilmis, bu
parametreler bakimindan kontrast tutan lezyonu bulunan ve bulunmayan fingolimod
tedavisi alan RRMS hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. Bu grupta kontrast tutan lezyonu bulunan ve bulunmayan bireyler
arasinda serum 25-(OH) D3 (P=.20), total kolesterol (P=.14), trigliserit (P>.99), LDL-
kolesterol (P=.11), HDL-kolesterol (P=.93) ve VLDL-kolesterol (P=.65) diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Cizelge 3.34).

Cizelge 3.34: Grup-2°deki fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda klinik

ve deneysel parametrelerin kontrast tutan lezyon varligina gore karsilastirma

analizi sonuglari.

Kontrast Tutan Lezyon

Var (n=4) Yok (n=25) P
mMiR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.19+£0.56 1.97+£1.91 56
medyan (Q1-Q3) 1.32 (0.75-1.62) 1.34 (0.90-2.41) '
mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.06 £ 0.01 0.21+0.30 11
medyan (Q1-Q3) 0.06 (0.05-0.07) 0.10 (0.07-0.18) '
mMiR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.76 £ 1.02 1.06 +1.19 74
medyan (Q1-Q3) 0.32 (0.20-1.32) 0.60 (0.18-1.64) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 29.8+20.9 30.5+14.8 83
medyan (Q1-Q3) 25.5 (14.5-45.0) 30.0 (21.0-40.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 27.0 £ 18.1 28.0+13.1 74
medyan (Q1-Q3) 23.0 (14.5-39.5) 27.0 (20.0-36.0) '
EDSS, ortalama + SS 1.50+0.41 1.88+1.01 48
medyan (Q1-Q3) 1.50 (1.25-1.75) 2.00 (1.00-2.50) '
MSSS, ortalama + SS 2.09+1.29 2.71+1.93 69
medyan (Q1-Q3) 2.29 (1.08-3.11) 2.13 (1.14-3.45) '
Hastalik Siiresi (Y1l), ortalama = SS 9.0+64 8.1+4.7 >99
medyan (Q1-Q3) 9.0 (3.5-14.5) 6.0 (5.0-11.0) '
Tedavi Siiresi (Yil), ortalama + SS 7.0+5.0 6.0+4.0 93
medyan (Q1-Q3) 7.0 (3.0-11.0) 5.0 (4.0-9.0) '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.09+0.90 4,79 +£1.08 14
medyan (Q1-Q3) 3.82 (3.47-4.70) 4.71 (4.22-5.46) '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.40 £0.32 1.79 £1.21 > .99
medyan (Q1-Q3) 1.33 (1.21-1.59) 1.34 (1.07-1.89) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.05+0.72 2.77+0.79 11
medyan (Q1-Q3) 1.85 (1.55-2.54) 2.62 (2.25-3.19) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.40+0.36 1.43+0.51 93
medyan (Q1-Q3) 1.37 (1.10-1.70) 1.30 (1.09-1.66) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.64+0.15 0.76 £ 0.57 65
medyan (Q1-Q3) 0.61 (0.54-0.74) 0.57 (0.49-0.78) '
25-(OH) D3z (nmol/L), ortalama + SS 14.75 £ 4.99 24.68 £ 16.75 20

medyan (Q1-Q3)

14.50 (10.50-19.00)

21.00 (13.00-28.00)

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir ve P degeri
hesaplanmistir. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, HDL: High density

lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein, 25-(OH) Ds: 25-Hidroksivitamin Ds.
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Diisiik-yiiksek plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyelerine gore olusturulan

gruplar arasinda karsilastirma sonuclari

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubu, miRNA ekspresyon seviyelerine gore
gruplandirilmis ve gruplar arasinda klinik parametreler karsilastirilmistir. Fingolimod
tedavisi alan RRMS grubuna ait miRNA ekspresyon seviyelerinin medyan degerleri
smir deger olarak belirlenmis, rolatif ekspresyon seviyesi sinir degerine esit ve
tizerinde olan bireyler yliksek; sinir degerinin altinda olan bireyler ise diisiik plazma
miRNA rolatif ekspresyon seviyesine sahip olanlar olarak kategorize edilmistir.
Ardindan diisiik ve yiiksek plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyelerine sahip
bireyler arasinda serum 25-(OH) D3 diizeyleri, MRG parametreleri, EDSS skorlar1 ve
MSSS degerleri karsilagtirilmistir.

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubuna ait plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon
seviyesinin bu grupta medyan degeri olan 1.34 siir degeri olarak se¢ilmis, bu degere
esit ve lizerinde ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler yiiksek, bu degerin altinda
ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler diisiik plazma miRNA rolatif ekspresyon
seviyesine sahip olanlar olarak gruplandirilmistir. Benzer sekilde plazma miR-155-5p
rolatif ekspresyon seviyesinin bu grupta medyan degeri olan 0.09 sinir degeri olarak
secilmis, bu degere esit ve lizerinde ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler yiiksek,
bu degerin altinda ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler diisiik plazma miRNA
rolatif ekspresyon seviyesine sahip olanlar olarak gruplandirilmistir. Bir diger miRNA
olan miR-196a-5p’nin de bu grupta medyan degeri olan 0.42 sinir degeri olarak
secilmis, bu degere esit ve lizerinde ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler yiiksek,
bu degerin altinda ekspresyon seviyesine sahip olan bireyler diisiik plazma miRNA
rolatif ekspresyon seviyesine sahip olanlar olarak gruplandirilmistir. Daha sonra serum
25-(OH) D3 diizeyleri, T1 ve T2 lezyon sayilari, EDSS skorlar1 ve MSSS degerleri
diisiik ve ytliksek plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyesine sahip bireyler arasinda

karsilastirilmistir.

Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalar1 plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon
seviyesi sinir degerine gore kategorize edildiginde serum 25-(OH) D3 diizeyleri, MRG
parametreleri, EDSS skorlar1 ve MSSS degerleri karsilastirilmis, diisiik ve yiiksek
plazma miR-146a-5p ekspresyon seviyesine sahip hastalar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge 3.35).
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Cizelge 3.35: Grup-2’deki fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda klinik
ve deneysel parametrelerin medyan degerine gore belirlenen sinir degerine
gore diisiik ve yiikksek miRNA ekspresyon seviyeleri arasinda karsilagtirma

analizi sonuglari.

miR-146a-5p Kat Degisimi

Diisiik (<1.34) Yiiksek (>1.34) P
(n=14) (n=15)
T1 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 30.0+18.0 31.0+13.0 89"
medyan (Q1-Q3) 28.0 (18.0-40.0) 31.0 (22.0-42.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 27.0+16.0 28.0+12.0 84*
medyan (Q1-Q3) 24.0 (18.0-36.0) 27.0 (21.0-38.0) '
EDSS, ortalama + SS 1.57+0.85 2.07+1.02 17"
medyan (Q1-Q3) 1.50 (1.00-2.00) 2.00 (1.50-3.00) '
MSSS, ortalama + SS 2.13£1.68 3.09+1.93 17"
medyan (Q1-Q3) 1.49 (1.13-2.87) 2.91 (1.76-4.55) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 21.79 £ 14.71 2473 £17.47 68
medyan (Q1-Q3) 20.00 (13.00-24.00) 19.00 (11.00-32.00) '
MiR-155-5p Kat Degisimi
Diisiik (<0.09) Yiiksek (=0.09)
(n=14) (n=15)
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 29.0+17.0 32.0+14.0 69"
medyan (Q1-Q3) 28.0 (18.0-36.0) 31.0 (22.0-44.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama £+ SS 27.0+15.0 29.0+12.0 64
medyan (Q1-Q3) 24.0 (18.0-30.0) 31.0 (20.0-40.0) '
EDSS, ortalama = SS 1.68 £0.82 1.97 £ 1.08 43"
medyan (Q1-Q3) 1.50 (1.00-2.00) 2.00 (1.00-3.00) '
MSSS, ortalama £+ SS 2.63+1.89 2.62+1.88 88
medyan (Q1-Q3) 2.60 (1.28-3.05) 1.99 (1.13-4.55) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 14.57 £ 5.35 31.47 +£18.34 003"
medyan (Q1-Q3) 13.50 (10.00-20.00) 27.00 (19.00-42.00)
miR-196a-5p Kat Degisimi
Diisiik (<0.42) Yiiksek (=>0.42)
(n=14) (n=15)
T1 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 30.0+18.0 31.0+£13.0 91*
medyan (Q1-Q3) 26.0 (18.0-36.0) 31.0 (23.0-42.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 28.0+16.0 28.0+12.0 99"
medyan (Q1-Q3) 24.0 (18.0-34.0) 27.0 (20.0-38.0) '
EDSS, ortalama + SS 2.07+0.85 1.60 £ 1.02 19*
medyan (Q1-Q3) 2.00 (1.50-2.50) 1.50 (1.00-2.50) '
MSSS, ortalama + SS 2.95+1.83 2.33+1.88 o5
medyan (Q1-Q3) 2.87 (1.70-3.45) 1.76 (1.13-3.34) '
25-(OH) Dz (nmol/L), ortalama + SS 19.00 + 14.25 27.33+16.91 07

medyan (Q1-Q3)

16.50 (10.00-21.00)

21.00 (14.00-41.00)

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak sunulan normal dagilim gostermeyen veriler Mann-Whitney U testi ile,
normal dagilim gosteren veriler bagimsiz 6rneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri hesaplanmistir. : Normal dagilim
gosteren veriler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, 25-(OH) Ds: 25-
Hidroksivitamin Ds. Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miRNA rélatif ekspresyon seviyelerinin medyan
degerleri siir deger olarak se¢ilmistir. Diigiik miR-146a-5p <1.34 ve yiiksek miR-146a-5p >1.34, diisiik miR-155-5p <0.09
ve yiiksek miR-155-5p >0.09, diisiitk miR-196a-5p <0.42 ve yiiksek miR-196a-5p >0.42 sinir degerlerine gore ayrilmistir.

Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalar1 plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon
seviyesi sinir degerine gore kategorize edildiginde MRG parametreleri, EDSS skorlar1
ve MSSS degerleri karsilagtirilmis, diisiik ve yiiksek plazma miR-155-5p ekspresyon

seviyesine sahip hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
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Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesine gore ayrilan gruplar
karsilastirildiginda serum 25-(OH) D3 diizeyleri bakimindan diisiik ve yiiksek plazma
miR-155-5p ekspresyon seviyesine sahip hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (P=.003). Serum 25-(OH) D3 seviyelerinin, yiiksek plazma miR-
155-5p rolatif ekspresyon seviyesine sahip bireylerde, diisikk bireylere gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Fingolimod
tedavisi alan RRMS hastalar1 plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi sinir
degerine gore Kkategorize edildiginde serum 25-(OH) D3z diizeyleri, MRG
parametreleri, EDSS skorlar1 ve MSSS degerleri karsilastirilmig, diisiik ve yiiksek
plazma miR-196a-5p ekspresyon seviyesine sahip hastalar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge 3.35).

Medyan degerine gore belirlenen simir degerinden ayrilan EDSS skorlar1 ve

MSSS degerlerine gore olusturulan gruplar arasinda karsilastirma sonuglari

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubu, EDSS skorlarina ve MSSS degerlerine gore
gruplandirilmis ve olusturulan gruplar arasinda klinik parametreler karsilagtirilmistir.
Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda EDSS skorlarinin ve MSSS degerlerinin
medyan degerleri sinir deger olarak belirlenmis ve fingolimod tedavisi alan RRMS
hastalar1 EDSS ve MSSS degeri sinir degerine esit ve lizerinde EDSS ve MSS degerine
sahip olan bireyler ve smir degerinin altinda EDSS ve MSSS degerine sahip olan
bireyler olarak iki gruba ayrilmistir. Ardindan bu gruplar arasinda plazma miRNA

rOlatif ekspresyon seviyeleri ve MRG parametreleri karsilastirilmistir.

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubuna ait EDSS skorlarinin bu grupta medyan
degeri olan 1.50 sinir degeri olarak se¢ilmis, fingolimod tedavisi alan RRMS grubu bu
degere esit ve lizerinde EDSS skoruna sahip olan bireyler ve bu degerin altinda EDSS
skoruna sahip olan bireyler olarak iki gruba ayrilmistir. Benzer sekilde MSSS
degerlerinin de bu grupta medyan degeri olan 2.13 sinir degeri olarak secilmis,
fingolimod tedavisi alan RRMS grubu bu degere esit ve iizerinde MSSS degerine sahip
olan bireyler ve bu degerin altinda MSSS degerine sahip olan bireyler olarak iki gruba
ayrilmistir. Plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, T1 ve T2 lezyon sayilari
medyan degerine gore belirlenmis sinir degerinden ayrilan EDSS ve MSSS gruplari

arasinda karsilastirilmistir. Karsilagtirma sonuglar1 Cizelge 3.36’da sunulmustur.
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Cizelge 3.36: Grup-2’deki fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda klinik
ve deneysel parametrelerin medyan degerine gore belirlenen sinir degerinden

ayrilan EDSS ve MSSS diizeyleri arasinda karsilagtirma analizi sonuglari.

EDSS<1.50 EDSS> 1.50 P
(n=9) (n=20)

miR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.38 £0.84 2.08 £2.07 53
medyan (Q1-Q3) 1.11 (0.88-1.77) 1.52 (0.91-2.50) '

miR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.16+£0.17 0.20+£0.33 80
medyan (Q1-Q3) 0.09 (0.07-0.14) 0.09 (0.05-0.18) '

miR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.84 £0.89 1.10£1.27 84
medyan (Q1-Q3) 0.69 (0.42-0.82) 0.33 (0.17-1.80) '

T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 23.0+12.0 34.0+16.0 09"
medyan (Q1-Q3) 19.0 (12.0-31.0) 31.0 (23.0-45.0) '

T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 22.0+12.0 31.0+13.0 10"
medyan (Q1-Q3) 19.0 (12.0-31.0) 28.0 (21.0-39.0) '

MSSS<2.13 MSSS>2.13
(n=14) (n=15)

miR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.77+1.32 1.95+2.19 95
medyan (Q1-Q3) 1.18 (0.88-2.41) 1.45 (0.90-2.12) '

miR-155-5p kat degisimi, ortalama = SS 0.24 +£0.35 0.14+0.21 16
medyan (Q1-Q3) 0.11 (0.07-0.23) 0.08 (0.05-0.13) '

miR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.31 £1.41 0.74 £ 0.80 o5
medyan (Q1-Q3) 0.69 (0.35-2.86) 0.29 (0.16-1.64) '

T1 Lezyon Sayisi, ortalama £ SS 28.0+15.0 33.0+16.0 39*
medyan (Q1-Q3) 25.0 (18.0-40.0) 30.0 (22.0-44.0) '

T2 Lezyon Sayisi, ortalama £ SS 26.0+13.0 30.0+14.0 46"

medyan (Q1-Q3)

22.0 (18.0-36.0)

27.0 (21.0-40.0)

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak sunulan normal dagilim gdstermeyen veriler Mann-
Whitney U testi ile, normal dagilim gosteren veriler bagimsiz 6rneklem t-testi ile analiz edilmis ve P degeri
hesaplanmustir. *: Normal dagilim gosteren veriler. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple
Sclerosis Severity Score. EDSS<1.50 ve EDSS>1.50, MSSS<2.13 ve MSSS>2.13 medyan degerlerine gore
belirlenen sinir degerlerinden ayrilmustir.

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubu, bu gruptaki EDSS skorlarinin medyan
degerine gore belirlenen smir degerinden ikiye ayrilarak gruplandirildiginda
EDSS<1.50 ve EDSS>1.50 skoruna sahip bireyler arasinda plazma miRNA rolatif
ekspresyon seviyeleri, T1 ve T2 lezyon seviyeleri karsilastirilmig, istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir. Benzer sekilde, fingolimod tedavisi alan RRMS
hastalari, bu gruptaki MSSS degerlerinin medyan degerine gore belirlenen sinir
degerinden ikiye ayrilarak gruplandirildiginda MSSS<2.13 ve MSSS>2.13 degerlerine
sahip bireyler arasinda plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri, T1 ve T2 lezyon
sayilar1 karsilastirilmis, istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge

3.36).
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Orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ve hizli MS progresyon riskine (MSSS>5) gore

olusturulan gruplar arasinda karsilastirma sonuclari

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda EDSS skoru 3’¢ esit veya 3’ten kiigiik olan
hastalar hafif diizey EDSS skoruna, 3’ten biiyiik hastalar orta diizey EDSS riskine
sahip olanlar olarak; MSSS degeri 5’e esit veya 5’ten kiiciik olan hastalar yavas MS
progresyonuna, 5’ten biiyilik olan hastalar hizli MS progresyon riskine sahip olanlar
olarak ikiye ayrilmistir. Daha sonra plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri ve
MRG parametreleri orta diizey EDSS (EDSS>3) riskine sahip olan, olmayan ve hizli
MS progresyon (MSSS>5) riskine sahip olan, olmayan bireyler arasinda
karsilastirilmistir (Cizelge 3.37).

Cizelge 3.37: Grup-2’deki fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda klinik
ve deneysel parametrelerin orta diizey EDSS (EDSS>3) riskine sahip olan,
olmayan ve hizli MS progresyon riskine sahip (MSSS>5) olan, olmayan
hastalar arasinda karsilastirma analizi sonuglart.

EDSS
Hafif diizey Orta diizey P
(EDSS<3.00)(n=28) (EDSS>3.00)(n=1)
mMiR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.88+1.83 1.45 > .99
medyan (Q1-Q3) 1.29 (0.90-2.41) ' '
mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.19+0.29 0.09 > .99
medyan (Q1-Q3) 0.09 (0.06-0.18) ' '
miR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.05+1.16 0.09 14
medyan (Q1-Q3) 0.51 (0.18-1.71) ' '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 29.8 +15.2 48.0 28
medyan (Q1-Q3) 28.0 (18.5-39.0) ' '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 272+133 45.0 21
medyan (Q1-Q3) 25.0 (18.5-36.0) ' '
MSSS
Yavas progresyon Hizlh progresyon
(MSSS<5.00)(n=25)  (MSSS>5.00)(n=4)
miR-146a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.64 + 1.07 3.29+421 .99
medyan (Q1-Q3) 1.34 (0.91-2.12) 1.74 (0.57-6.01) '
mMiR-155-5p kat degisimi, ortalama + SS 0.17+£0.27 0.29+0.39 74
medyan (Q1-Q3) 0.09 (0.06-0.14) 0.13 (0.06-0.53) '
mMiR-196a-5p kat degisimi, ortalama + SS 1.02+1.21 0.96 +£0.89 83
medyan (Q1-Q3) 0.42 (0.16-1.52) 0.92 (0.19-1.73) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 293+ 154 373+ 14.6 34
medyan (Q1-Q3) 26.0 (18.0-38.0) 37.0 (25.5-49.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama = SS 26.9+13.8 33.5+11.0 o5
medyan (Q1-Q3) 23.0 (18.0-36.0) 34.0 (24.5-42.5) '

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz
edilmigtir. EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score.

Grup-2 popiilasyonunda bulunan fingolimod tedavisi alan RRMS grubundaki orta
diizey EDSS (EDSS>3) riskine sahip hastalarla hafif diizey EDSS skoruna sahip
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hastalar arasinda plazma miRNA rdlatif ekspresyon seviyeleri ve MRG parametreleri
karsilastirilmis, istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Bu hasta grubunda
yavas MS progresyonu ve hizli MS progresyonu (MSSS>5) riskine sahip bireyler
arasinda da plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri ve MRG parametreleri

karsilastirilmis, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (Cizelge 3.37).

3.3.5 Korelasyon analizleri

Grup-2’yi olusturan 30 naif RRMS, 29 fingolimod tedavisi alan RRMS ve 30 kontrol
grubu katilimcisi i¢in korelasyon analizleri gruplar igerisinde gergeklestirilmistir. Bu
analizlerde plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyelerinin diger klinik parametrelerle
olan korelasyon analizleri gerceklestirilmistir. Her li¢ grupta da ortak olan deneysel ve
lipit paneli parametrelerinin yani sira naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS
gruplarinda hastalik siiresi, EDSS skorlari, MSSS degerleri, T1 lezyon sayilari, T2
lezyon sayilar1 ve serum 25-(OH) D3 seviyeleri de analizlere dahil edilmistir. Normal
dagilima sahip iki stirekli degiskenin birbirleri ile olan iligkileri Pearson korelasyon
analizi ile incelenmis ve Pearson korelasyon katsayisi (r) hesaplanmstir.
Parametrelerden en az birinin normal dagilim gdstermedigi durumda parametrelerin
birbirleri ile olan iliskileri Spearman korelasyon analizi ile incelenmis ve Spearman

korelasyon katsayisi (p) hesaplanmustir.

3.3.5.1 Naif RRMS hastalarinda yapilan korelasyon analizleri

Grup-2 popiilasyonunda bulunan naif RRMS grubunda gergeklestirilen korelasyon
analizlerinde plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyelerinin yas, hastalik siiresi,
EDSS skorlari, MSSS degerleri, T1 lezyon sayilari, T2 lezyon sayilari, serum lipit
paneli parametreleri ve 25-(OH) D3 diizeyleriyle olan iliskilileri incelenmistir (Cizelge
3.38). Naif RRMS grubunda gerceklestirilen analizler incelendiginde plazma miR-
146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri arasinda bir iliski
bulunmamistir. Bununla birlikte EDSS skorlar1 ve MSSS degerleriyle de plazma
miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri arasinda bir iligki goriilmemistir. MRG
parametreleri, serum lipit paneli ve 25-(OH) D3 diizeyleriyle de plazma miRNA rolatif
ekspresyon seviyeleri arasinda bir iliski bulunmamistir. Plazma miRNA rolatif
ekspresyon seviyelerinin yant sira naif RRMS grubunda EDSS skorlarinin ve MSSS

degerlerinin diger klinik parametrelerle olan iliskileri de incelenmistir. Bu analizler
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sonucunda da EDSS skorlar1t ve MSSS parametreleriyle MRG parametreleri, serum

lipit paneli ve 25-(OH) D3 diizeyleri arasinda bir iligki gortilmemistir (Cizelge 3.38).

Cizelge 3.38: Grup-2 popiilasyonundaki naif RRMS grubunda (n=30)

gerceklestirilen korelasyon analizi sonuglari.

miR-146a-5p  miR-155-5p miR-196a-5p
e e ... . EDSS MSSS
Kat Degisimi  Kat Degisimi  Kat Degisimi
miR-146a-5p  Spearman's p 1.000 147 357 .056 -.032
Kat Degisimi P 44 .05 N 87
mMiR-155-5p _ Spearman's p 147 1.000 .223 -.035 -.045
Kat Degisimi P 44 24 .86 .82
miR-196a-5p  Spearman's p .357 223 1.000 334 .348
Kat Degisimi P .05 24 .07 .06
v Spearman's p .229 178 151 .304 .075
a
’ P 22 35 43 10 .69
Hastahk Spearman's p 120 105 -.026 458 148
Siiresi P .53 .58 .89 .01 43
Spearman's p .056 -.035 334 1.000 .907
EDSS
P 77 .86 .07 <.001
Spearman's p -.032 -.045 .348 907 1.000
MSSS
P 87 .82 .06 <.001
Spearman's p 156 -.109 .092 119 .045
T1 Lezyon
P 41 57 .63 .53 .82
Spearman's p 173 -.157 A11 .109 .044
T2 Lezyon
P .36 41 .56 57 .82
Total Spearman's p 128 321 -.033 .089  -.027
Kolesterol P 51 09 87 65 .89
Trigliserit Spearman's p .105 195 .091 .166 201
P .59 31 .64 .39 .30
LDL Spearman's p 301 .303 -.051 -.095 -.205
Kolesterol P 11 11 79 62 .29
HDL Spearman's p -.222 -.241 -.113 020 -.170
Kolesterol P .25 21 .56 92 .38
VLDL Spearman's p .042 .367 -.067 319 .364
Kolesterol P .83 .05 73 .09 .05
Spearman's p .032 124 115 -.095 -190
25-(OH) D3
P 87 .54 57 .64 34

EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, LDL: Low density
lipoprotein, HDL: High density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein, 25-(OH) Ds: 25-
Hidroksivitamin Ds.
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3.3.5.2 Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda yapilan korelasyon

analizleri

Grup-2 popiilasyonunda bulunan fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda
gergeklestirilen korelasyon analizlerinde plazma miRNA rdlatif ekspresyon
seviyelerinin hastalik siiresi, tedavi siiresi, EDSS skorlari, MSSS degerleri, T1 lezyon
sayilari, T2 lezyon sayilari, serum lipit paneli parametreleri ve 25-(OH) D3

diizeyleriyle olan iligkilileri incelenmistir. Sonuglar Cizelge 3.39°da sunulmustur.

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda gerceklestirilen korelasyon analizleri
incelendiginde plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesiyle plazma miR-146a-
5p (p=596, P=.001) ve plazma miR-196a-5p (p=.556, P=.002) rolatif ekspresyon
seviyesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir. Yine bu grupta plazma
miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile serum 25-(OH) D3 diizeyleri arasinda da
pozitif bir korelasyon bulunmaktadir (p=.521, P=.004). Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda
incelenen bir diger miRNA olan miR-196a-5p’nin de plazma rolatif ekspresyon
seviyesi plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyesiyle fingolimod tedavisi alan
RRMS grubunda pozitif bir korelasyon gostermistir (p=.527, P=.003). Ayrica
deneysel bir parametre olan plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesinin klinik
parametrelerle olan iligskine bakildiginda serum total kolesterol (p=.393, P=.04) ve
LDL-kolesterol (p=.440, P=.02) diizeyleriyle arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
goriilmiistiir. Bu parametreler disinda plazma miRNA rélatif ekspresyon seviyelerinin

korelasyon analizi sonucunda anlamli olan baska bir parametre bulunmamaktadar.

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda EDSS skorlarinin ve MSSS degerlerinin de
plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleriyle ve klinik diger parametrelerle olan
korelasyon analizleri gergeklestirilmistir. Bu analiz sonuglarina da bakildiginda EDSS
skorlartyla T1 (p=.419, P=.02) ve T2 (p=.457, P=.02) lezyon sayilariyla aralarinda
pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir. MRG parametrelerine ek olarak serum total
kolesterol diizeyleriyle de EDSS skorlar1 arasinda negatif bir korelasyon oldugu
goriilmiistiir (p=-.370, P=.048). Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda MSSS
degerleri de total kolesterol ile negatif bir korelasyon gostermistir (p=-.413, P=.03).
Ozetlenen bu sonuglar disinda fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda EDSS
skorlar1 ve MSSS degerlerinin korelasyon analizi sonucunda anlamli olan bagska bir

parametre bulunmamaktadir (Cizelge 3.39).
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Cizelge 3.39: Grup-2 popiilasyonundaki fingolimod tedavisi alan RRMS
grubunda (n=29) gerceklestirilen korelasyon analizleri sonuglari.

miR-146a-5p miR-155-5p miR-196a-5p
EDSS MSSS
Kat Degisimi Kat Degisimi Kat Degisimi
miR-146a-5p _ Spearman’s p 1.000 .596 527 .169 145
Kat Degisimi P .001 .003 .38 45
miR-155-5p _ Spearman’s p .596 1.000 556 173 -.041
Kat Degisimi P .001 .002 37 .83
miR-196a-5p  Spearman’s p 527 .556 1.000 -.033  -.070
Kat Degisimi P .003 .002 .87 72
Hastahik Spearman’s p -.099 170 -.067 158 -.375
Siiresi P 61 37 73 41 .045
Tedavi Spearman’s p -.238 104 -.076 -.022 -.438
Siiresi P 21 .59 .70 91 .02
Spearman’s p 169 173 -.033 1.000 821
EDSS
P .38 37 .87 <.001
Spearman’s p 145 -.041 -.070 .821 1.000
MSSS
P 45 .83 72 <.001
Spearman’s p .056 163 211 419 327
T1 Lezyon
P N 40 27 .02 .08
Spearman’s p .061 182 163 457 .353
T2 Lezyon
P 75 .35 40 .01 .06
Total Spearman's p -.047 .259 .393 -370  -413
Kolesterol P 81 18 .04 048 .03
Trigliserit Spearman's p -.334 .028 193 -.028 -.149
P .08 .89 .32 .89 44
LDL Spearman's p -.083 .284 440 -328  -.358
Kolesterol P 67 14 02 08 .06
HDL Spearman's p .094 -.046 -.043 -.360 -.152
Kolesterol P 63 81 .82 .06 43
VLDL Spearman's p -.233 -.003 .202 072 -.090
Kolesterol P 22 .99 .29 71 .64
Spearman's p .022 521 193 137 -.049
25-(0OH) D3
P 91 .004 .32 A48 .80

EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, LDL: Low density
lipoprotein, HDL: High density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein, 25-(OH) Ds: 25-
Hidroksivitamin Ds.

3.3.5.3 Kontrol grubunda yapilan korelasyon analizleri

Grup-2 popiilasyonunda bulunan kontrol grubunda gergeklestirilen korelasyon

analizlerinde plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyelerinin serum lipit paneli

133



parametreleri diizeyleriyle olan iligkilileri incelenmistir. Sonuglar Cizelge 3.40’ta

sunulmustur.

Cizelge 3.40: Grup-2 popiilasyonundaki kontrol grubunda (n=30)
gerceklestirilen korelasyon analizleri sonuglari.

Yas miR-146a-5p miR-155-5p miR-196a-5p
Kat Degisimi  Kat Degisimi  Kat Degisimi
Spearman's p 1.000 -.146 -.145 -.132
Yas
P . 44 44 49
miR-146a-5p Spearman's p -.146 1.000 677 225
Kat Degisimi P 44 . <.001 .23
miR-155-5p Spearman's p -.145 677 1.000 402
Kat Degisimi P 44 <.001 .03
miR-196a-5p Spearman's p -.132 .225 402 1.000
Kat Degisimi P 49 23 .03
Total Spearman's p .010 271 -.026 -.135
Kolesterol P 97 .26 92 .58
o Spearman's p -.259 .090 -.034 251
Trigliserit
P .29 71 .89 .30
LDL Spearman's p 169 138 -.130 -.382
Kolesterol P 49 57 .60 A1
HDL Spearman's p -.067 .180 .069 -.006
Kolesterol P 79 46 .78 .98
VLDL Spearman's p -.217 107 -.043 210
Kolesterol P 37 .66 .86 .39

EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, LDL: Low density
lipoprotein, HDL: High density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein.

Kontrol grubunda gergeklestirilen korelasyon analizi sonuglarina gore plazma miR-
155-5p rolatif ekspresyon seviyesiyle plazma miR-146a-5p (p=677, P<.001) ve
plazma miR-196a-5p (p=.402, P=.03) rolatif ekspresyon seviyesi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu goriilmiistiir. Bu parametreler disinda plazma miRNA rolatif
ekspresyon seviyelerinin korelasyon analizi sonucunda anlamli olan bagka bir

parametre bulunmamaktadir (Cizelge 3.40).

3.3.6 Lojistik regresyon analizleri

Ekspresyon seviyesi ¢aligmalarinin gergeklestirildigi Grup-2’de sadece naif RRMS ve
fingolimod tedavisi alan RRMS gruplarinda ortak bulunan ve her ii¢ grupta da ortak

olarak bulunan bagimsiz degiskenlerin risk durumu olarak belirlenen bagimli degisken
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lizerindeki etkisi ikili lojistik regresyon analizleri ile incelenmistir. ikili lojistik
regresyon analizlerinin gerceklestirilebilmesi i¢in hasta ve kontrol gruplar ikili olarak
gruplandirilmistir (Naif RRMS-Kontrol, Fingolimod Tedavisi Alan RRMS-Naif
RRMS ve Fingolimod Tedavisi Alan RRMS-Kontrol). Bu gruplandirma sayesinde
bagimli degisken olarak ii¢ durumdan ikisi se¢ilmistir. Burada naif RRMS ve kontrol
gruplart arasinda gerceklestirilen analizlerde naif RRMS’li hasta olma durumu,
fingolimod alan RRMS ve naif RRMS gruplari arasinda gergeklestirilen analizlerde
tedavi alma durumu ve fingolimod alan RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda
gerceklestirilen analizlerde de fingolimod tedavisi alan RRMS’1i hasta olma durumu

riskli olarak se¢ilmis ve bagimli degisken olarak belirlenmistir.

Naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS gruplari arasinda gergeklestirilen ikili
lojistik regresyon analizinde her iki grupta da ortak olarak bulunan cinsiyet, sigara
kullanimi bilgisi, EDSS skorlari, MRG parametreleri, serum 25-(OH) D3 ve lipit paneli
parametreleri diizeylerine ek olarak bu tez kapsaminda ¢alisilmis olan SNP genotipleri,
genotip modelleri ve plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri bagimsiz
degiskenler olarak kullanilmistir. Kontrol grubuyla gergeklestirilen (Naif RRMS-
Kontrol ve Fingolimod alan RRMS-Kontrol) ikili regresyon analizlerinde kontrol
grubunda ve hasta gruplarinda ortak bulunan cinsiyet ve sigara kullanim bilgisine ek
olarak SNP genotipleri, genotip modelleri ve plazma miRNA rolatif ekspresyon

seviyeleri bagimsiz degiskenler olarak kullanilmistir.

Model se¢iminin tam bagimsiz bir sekilde gerceklestirilmesi ig¢in 6zellik se¢im
algoritmasi olarak PLS regresyon kullanilmistir. Bagimli degiskendeki varyansi en iyi
aciklayan bagimsiz degiskenler, lineer latent faktorler lireterek modellenmis ve bu
modellerdeki degiskenler arasinda bir énem siralamasi yapilmistir. Uretilen lineer
latent faktorler igerisinde X ve Y diizlemindeki varyansi en iyi sekilde aciklayan latent
faktor secilmis ve bu latent faktor igerisindeki parametrelerden 6nem derecesi 1’den
bliyiilk olan parametreler modellere dahil edilmistir. Analizler arasinda belirli
tutarsizliklara yol agilmamasi i¢in lojistik regresyon modellerinin olusturulmasinda
kullanilacak olan parametrelerin se¢imi i¢in yapilan PLS yonteminde tiim parametreler
bir arada tutularak incelenmistir. Buna ragmen SNP genotipleri ve genotip modelleri
(kodominant, resesif ve dominant) birbirleri ile bagimli oldugu i¢in ayr1 ayri

incelenmistir.
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Modellerin dogru ¢alisabilmesi i¢in bu tez calismasinda PLS algoritmasiyla secilen
bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle olan iligkileri VIF skorlari ile incelenmistir. VIF
skorlar1 i¢in 1 alt sinirken, parametreler arasi iliski arttikca VIF degerleri de sonsuza
dogru artmaktadir. Bu tez ¢alismasinda modele dahil edilecek olan parametrelerin VIF
skorlarinin belirlenmesi i¢in es lineerlik testi gergeklestirilmis ve VIF skoru 3.0’a esit
ve iizerinde olan parametreler es lineer olarak belirlenmistir. Es lineer olarak belirlenen
parametreler kurulan lojistik regresyon modellerine birlikte dahil edilmemistir. Bu
bagimsiz degiskenler birbirlerinden ayri bir sekilde diger parametrelerle bir arada

olacak sekilde modeller kurulmustur.

3.3.6.1 Naif RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda gerceklestirilen analizler

Bu analizler naif RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda gerceklestirilmistir. Hastalik
durumu bagimli degisken ve RRMS hastalari riskli olarak kabul edilmistir. Bagimsiz
degiskenlerin se¢imi i¢in PLS kullanilmis olup modellerin dogru bir sekilde
kurgulanmast i¢in es lineerlik testi gerceklestirilmistir. Lojistik regresyon modellerinin
olusturulmasinda kullanilacak olan parametrelerin secimi i¢in yapilan PLS
yonteminde tiim parametreler bir arada tutularak incelenmis olmasina ragmen SNP
genotipleri ve genotip modelleri (kodominant, resesif ve dominant) birbirleri ile
bagimli oldugu i¢in ayr1 ayri incelenmistir. SNP genotip modelleriyle deneysel
parametreler bir arada incelendiginde plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi
ve sigara kullanimi rs767649 T/A SNP’sinin kodominant ve dominant modelleriyle
birlikte PLS’e gore bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Parametreler arasinda es
lineerlik goriinmedigi i¢in lojistik regresyon analizi iki modele gore gerceklestirilmis
ve anlamli sonug¢ veren modelden elde edilen sonuglar Cizelge 3.41°de sunulmustur.
Cizelge 3.41: Grup-2 calisma popiilasyonunda naif RRMS hastalar1 (n=30) ve

kontrol grubu (n=30) arasinda yapilan ikili lojistik regresyon analizinde
anlamli ¢ikan model ve hastalik riski ile iligkili bulunan parametreler.

Hosmer & Lemeshow

Tliskili Dogruluk
Model OR %95 ClI P
Bulunanlar ° Oram (%) 7 df p
rs767649 TT,
miR-155-5p kat Sigara 0.304 0.095-0.967 .044 67.8 5.381 8 72
degisimi

Parametrelerin se¢imi PLS ydntemiyle gerceklestirilmis ve iliskili parametrelerin oldugu modeller VIF
skorlarma gdre kurulmustur. PLS: Partial Least Squares; VIF: Variance Inflation Factor.

136



Buna gore rs767649 T/A SNP’sinin kodominant modelinin eklendigi modelde sigara
kullanim durumu RRMS hastasi olma durumuyla iligkili bulunmustur (P=.044).
Kurulan bu modelin uygunlugu Hosmer & Lemeshow testi ile kontrol edildiginde

modelin gegerli oldugu goriilmistiir (P=.72).

3.3.6.2 Fingolimod tedavisi alan RRMS ve naif RRMS gruplarn arasinda

gerceklestirilen analizler

Bu analizler fingolimod tedavisi alan RRMS ve naif RRMS gruplar1 arasinda
gerceklestirilmistir. Tedavi alma durumu bagimli degisken ve fingolimod tedavisi alan
RRMS hastalar1 riskli olarak kabul edilmistir. Bagimsiz degiskenlerin se¢imi i¢in PLS
kullanilmis olup modellerin dogru bir sekilde kurgulanmasi igin es lineerlik testi
gerceklestirilmistir. Lojistik regresyon modellerinin olusturulmasinda kullanilacak
olan parametrelerin se¢imi i¢in yapilan PLS yonteminde tiim parametreler bir arada
tutularak incelenmis olmasma ragmen SNP genotipleri ve genotip modelleri
(kodominant, resesif ve dominant) birbirleri ile bagimli oldugu igin ayr1 ayri
incelenmistir. SNP genotip modelleriyle deneysel parametreler bir arada
incelendiginde MR parametreleri, EDSS skorlari, serum 25-(OH) D3, plazma miR-
155-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri PLS’e gore bagimsiz degiskenler
olarak secilmistir. T1 ve T2 lezyon sayilar1 es lineerlik gosterdigi icin lojistik
regresyon analizi diger klinik ve deneysel parametrelerin T1 ve T2 lezyon sayilariyla
ayr1 ayr1 bulundugu 2 farkli modele gore gercgeklestirilmis, anlamli sonug¢ veren

modellerden elde edilen sonuglar Cizelge 3.42°de sunulmustur.

Buna gore kontrast tutan lezyon varligir T1 lezyon sayisi, EDSS skorlari, serum 25-
(OH) Ds, plazma miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleriyle
birlikteyken tedavi alma durumuyla iligkili bulunmustur (P=.004). T2 lezyon
sayilarinin, EDSS skorlari, serum 25-(OH) D3, plazma miR-155-5p ve miR-196a-5p
rolatif ekspresyon seviyeleriyle birlikte bulundugu modelde de kontrast tutan lezyon
varligi tedavi alma durumuyla iligkili bulunmustur (P=.005). Kurulan her iki modelin
de uygunlugu Hosmer & Lemeshow testi ile kontrol edilmis, her iki modelin de gecerli

oldugu goriilmistiir (Model 1: P=.80, Model 2: P=.96).
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Cizelge 3.42: Grup-2 calisma popiilasyonunda bulunan fingolimod tedavisi
alan RRMS hastalar1 (n=29) ve naif RRMS hastalar1 (n=30) arasinda yapilan
ikili lojistik regresyon analizinde anlamli ¢ikan modeller ve fingolimod
tedavisi alma durumuyla iliskili bulunan parametreler.

iliskili Dogrutuk  [IPTC
Model Bulunanlar OR %095 CI P Oram
(%) £ df P
1: miR-155-5p kat
degisimi, miR-196a2- K?S:;";‘ft
5p kat degisimi, Lemon 0078 00130440 004 839 3831 7 .80
EDSS, 25-(OH) Ds, “ezyor
T1 Lezyon £
2: miR-155-5p kat
degisimi, miR-196a2- K?S:;fft
5p kat degisimi, Lemon 0070 00110441 005 821 1968 7 .9
EDSS, 25-(OH) Ds, Lezyon
T2 Lezyon £

Parametrelerin se¢imi PLS yontemiyle gergeklestirilmis ve iligkili parametrelerin oldugu modeller VIF
skorlarina gore kurulmustur. PLS: Partial Least Squares; VIF: Variance Inflation Factor.

3.3.6.3 Fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda

gerceklestirilen analizleri

Bu analizler fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari arasinda
gerceklestirilmistir. Tedavi alan RRMS olma durumu bagimli degisken ve fingolimod
tedavisi alan RRMS hastalar riskli olarak kabul edilmistir. Bagimsiz degiskenlerin
secimi i¢in PLS kullanilmis olup modellerin dogru bir sekilde kurgulanmasi i¢in es
lineerlik testi gerceklestirilmistir. Lojistik regresyon modellerinin olusturulmasinda
kullanilacak olan parametrelerin se¢imi igin yapilan PLS yonteminde tiim parametreler
bir arada tutularak incelenmis olmasina ragmen SNP genotipleri ve genotip modelleri
(kodominant, resesif ve dominant) birbirleri ile bagimli oldugu igin ayr1 ayri
incelenmigstir. SNP  genotip modelleriyle deneysel parametreler bir arada
incelendiginde sigara kullanimi, plazma miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyeleri rs11614913 C/T genotipi kodominant ve dominant modelleriyle
birlikte PLS’e gore bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Parametreler arasinda es
lineerlik goriinmedigi icin lojistik regresyon analizi 2 modele gore gerceklestirilmis,
anlamli sonug veren modellerden elde edilen sonuglar Cizelge 3.43’te sunulmustur.

Buna gore klinik ve deneysel diger parametrelerin rs11614913 C/T SNP’sinin
kodominant ve dominant modelleriyle birlikte bulundugu her iki modelde de plazma

mMiR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin azalmasiyla tedavi alan RRMS olma
durumu anlamli derecede iliskili bulunmustur (Model 1: P=.001, Model 2: P=.001).

138



Kurulan her iki modelin de uygunlugu Hosmer & Lemeshow testi ile kontrol edilmis,

her iki modelin de gegerli oldugu goriilmiistiir (Model 1: P=.19, Model 2: P=.18).

Cizelge 3.43: Grup-2 calisma popiilasyonunda bulunan fingolimod tedavisi
alan RRMS hastalar1 (n=29) ve kontrol grubu (n=30) arasinda yapilan ikili
lojistik regresyon analizinde anlamli ¢ikan modeller ve fingolimod tedavisi
alan RRMS olma durumuyla iliskili bulunan parametreler.

. Hosmer &
Hiskili o Dogruluk Lemeshow
Model Bulunanlar OR 7695 Cl P Orani (%) )
X af P
1:rs11614913 CC, MiR-155-5
Sigara, miR-196a2- o P 0013 00010180 .001 84.5 11.262 8 .19
e kat degisimi
5p kat degisimi
2:1s11614913
CT+TT, Sigara, miR-155-5p )
MiR-19622-5p kat Kat degisimi 0.013 0.001-0.178 .001 84.5 11396 8 .18
degisimi

Parametrelerin se¢imi PLS yontemiyle gerceklestirilmis ve iliskili parametrelerin oldugu modeller VIF
skorlarina gore kurulmugtur. PLS: Partial Least Squares; VIF: Variance Inflation Factor.

3.3.7 Receiver operating characteristics (ROC) analizleri

Bu tez calismasinda gergeklestirilen gruplar arasinda karsilastirma ve lojistik
regresyon analizlerinde istatistiksel olarak anlamli sonu¢ veren deneysel
parametrelerin tanisal potansiyelinin belirlenmesi ve bir klinik tani belirteci olarak
performanslarinin incelenmesi icin ROC analizleri gerceklestirilmistir. ROC analizleri
hasta ve kontrol gruplari ikili olarak gruplandirilarak gerceklestirilmistir (Naif RRMS-
Kontrol, Fingolimod alan RRMS-Naif RRMS ve Fingolimod alan RRMS-Kontrol).
Bu sayede iligkili parametrelerin iki grubu ayirma becerisi ROC analizi ile

degerlendirilmistir.

ROC egrisinin eksenlerini ayirict parametrenin yanlis pozitif oranmi (1-6zgiilliik) ve
dogru pozitif oran1 (duyarlilik) olusturmaktadir. X ekseni 1-6zgiilliikk degerine, Y
ekseni de duyarlilik degerine karsilik gelmektedir. Egri her kesim noktasindaki
duyarlilik degerlerinin 1-6zgiilliilk degerine karsi noktalanmasi ve bu noktalarin
birlestirilmesiyle elde edilir. Daha sonra elde edilen egrinin altindaki alandan AUC
degeri hesaplanir. AUC degeri, bir tani testinin hastalar1 ve saglikli bireyleri
ayirmadaki dogruluk oranini gostermektedir (Hajian-Tilaki, 2013). Bolim 2.2.4’te
verilmis basar1 6l¢egine gore analizlere devam edilmistir. AUC degeri orta ve iizeri

seviyelerde (orta, iyi veya ¢ok iyi) oldugunda, duyarliligin ve 6zgiilliigiin toplaminin

139



maksimum degere sahip oldugu noktadaki Youden’s Index degerine karsilik gelen

miRNA rdlatif ekspresyon seviyesi degeri kesme degeri (cut-off) olarak belirlenmistir.

Analizler sirasiyla naif RRMS hastalar1 ve kontrol gruplarimin smiflandirilmasi;
fingolimod tedavisi alan RRMS hastalar1 ve naif RRMS hastalarinin siiflandirilmasi;
fingolimod tedavisi alan RRMS hastalar1 ve kontrol gruplarinin siniflandirilmasi igin
gerceklestirilmistir. Parametre se¢imi igin ikili lojistik regresyon ve gruplar arasinda
karsilastirma analizlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 derecede farkli
olanlar ve tez kapsaminda calisilan, tez ¢alismasinin hipotezini olusturan deneysel

parametreler degerlendirilmistir.

3.3.7.1 Naif RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda gerceklestirilen analizler

Daha once gergeklestirilen analiz sonuglar1 géz 6niinde bulunduruldugunda bu tez
kapsaminda deneysel olarak calisilan plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyelerinin
naif RRMS ve kontrol gruplarini siniflandirma potansiyelleri degerlendirilmistir.
Plazma miR-146a-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri yoniinden naif
RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
Naif RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda plazma miR-155-5p rélatif ekspresyon
seviyesi karsilagtirilms, istatistiksel olarak anlamli derecede fark oldugu i¢in plazma
miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin ROC analizi egrisi sonuglari alt baglikta

sunulmustur.
MiR-155-5p’nin naif RRMS hastalari ve kontrol gruplari arasindaki ROC analizi

Plazma miR-155-5p rélatif ekspresyon seviyesi i¢in ¢izdirilen ROC egrisi sonucunda,
plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS hastalart ve kontrol
gruplarinin siiflandirilmast i¢in zayif derecede bir ayirict potansiyelinin oldugu
goriilmiistiir (AUC=0.691, P=.01). Egrinin koordinat degerleri kullanilarak
duyarliligin ve 6zgiilliigiin toplamimin en yiiksek degere sahip oldugu noktadaki
Youden’s Index degerine karsilik gelen miRNA rolatif ekspresyon seviyesi kesme
degeri olarak belirlenmistir. Buna gére plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi
0.72°den diisiik olanlar naif RRMS hastasi, 0.72°ye esit ve 0.72’den yliksek olanlar
kontrol olarak smiflandirilmistir. Bu analizlerin sonucunda duyarlilik %80.0 ve
ozgillik degeri %63.3 olarak belirlenmistir. ROC analizinin egrisi Sekil 3.8’de

sunulmustur.
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ROC Egrisi (Naif RRMS-Kontrol)

1.0
miR-155-5p Kat Degigimi
08 @ Referans ¢izgisi
O Kesme noktasi

2 0 AUC=0.691
E
E P=.01

04 ' Kesme Degeri: 0.72

Duyarlilik: %680.0
02 Ozgiilliik: %63.3
0.0
00 02 04 06 08 1.0
1-Ozgiilliik

Sekil 3.8: Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi kullanilarak Grup-

2’deki naif RRMS (n=30) ve kontrol (n=30) siniflandirilmasi i¢in yapilan

ROC analizinin egrisi.
ROC analizlerinin anlamli sonu¢ vermesinden dolay1 plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin hata matrisi analizleri gergeklestirilmistir. Hata matrisi
gercekte ve kesme degerine gore siniflandirilmis bireylerin sayilarindan olugmaktadir.
Buna gore gercekte ve kesme degerine gore naif RRMS hastas1 olan 24 kisi dogru
pozitif (DP), gercekte naif RRMS hastas1 ancak kesme degerine gore kontrol olan 6
kisi yanlis negatif (YN), gercekte kontrol ancak kesme degerine gore naif RRMS
hastas1 olan 11 kisi yanlis pozitif (YP) ve gercekte ve kesme degerine gore kontrol
olan 19 kisi dogru negatif (DN) olarak ayrilmistir. Bu smiflandirmaya gore hata
matrisinden duyarliik %80.0, ozgillik %63.3 ve dogruluk %71.7 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 3.44).

Cizelge 3.44: Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS
ve kontrol gruplar1 arasindaki hata matrisi.

Gerc¢ek Durum

Naif RRMS Kontrol Toplam

Plazma miR-155-5p

rolatif ekspresyon Tahmin Naif RRMS 24 (DP) 11 (YP) 35
seviyesi <0.72 oldugunda Kontrol 6 (YN) 19 (DN) o5

naif RRMS’tir
Toplam 30 30 60

141



Duyarlilik = [DP/(DP+YN)] x100 = [24/(24+6)] x100 = %80.0
Ozgiillik = [DN/(DN+YP)] x100 = [19/(19+11)] x100 = %63.3

Dogruluk = [(DP+DN)/(DP+DN+YP+YN)] x100 = [(24+19)/(24+19+11+6)] = %71.7

3.3.7.2 Fingolimod tedavisi alan RRMS ve naif RRMS gruplar1 arasinda

gerceklestirilen analizler

Daha once gerceklestirilen analiz sonuglart géz 6niinde bulunduruldugunda bu tez
kapsaminda deneysel olarak ¢alisilan plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyelerinin
fingolimod tedavisi alan RRMS ve naif RRMS gruplarini siniflandirma potansiyelleri
degerlendirilmistir. Plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyesi yoOniinden
fingolimod tedavisi alan RRMS ve naif RRMS gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamistir. Fingolimod tedavisi alan RRMS ve naif RRMS
gruplari arasinda plazma miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri
karsilastirilmis, istatistiksel olarak anlamli derecede fark oldugu i¢in plazma miR-155-
5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin ROC analizi egrileri sonuglari alt

basliklarda sunulmustur.

mMiR-155-5p’nin fingolimod tedavisi alan RRMS ve naif RRMS hastalar

arasindaki ROC analizi

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi i¢in ¢izdirilen ROC egrisi sonucunda
plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan RRMS ve naif RRMS
hastalar1 siniflandirilmast i¢in 1iyi derecede bir ayirict potansiyelinin oldugu
goriilmiistir (AUC=0.890, P<.001). Egrinin koordinat degerleri kullanilarak
duyarliligin ve ozgiilliigiin toplaminin en yiiksek degere sahip oldugu noktadaki
Youden’s Index degerine karsilik gelen miRNA rolatif ekspresyon seviyesi kesme
degeri olarak belirlenmistir. Buna gore plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi
0.29’dan diisiik olanlar tedavi alan RRMS hastasi, 0.29’a esit ve 0.29°dan yiiksek
olanlar naif RRMS olarak siniflandirilmistir. Bu analizlerin sonucunda duyarlilik
%89.7 ve ozgiillik degeri %80.0 olarak belirlenmistir. ROC analizinin egrisi Sekil

3.9°da sunulmustur.
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ROC Egrisi (Fingolimod Alan RRMS-Naif RRMS)
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Sekil 3.9: Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi kullanilarak Grup-
2’deki fingolimod tedavisi alan RRMS (n=29) ve naif RRMS hastalarinin
(n=30) siniflandirilmasi i¢in yapilan ROC analizinin egrisi.

ROC analizlerinin anlamli sonu¢ vermesinden dolayr plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin hata matrisi analizleri gergeklestirilmistir. Hata matrisi
gercekte ve kesme degerine gore siniflandirilmig bireylerin sayilarindan olusmaktadir.
Buna gore gercekte ve kesme degerine gore fingolimod tedavisi alan RRMS hastasi
olan 26 kisi dogru pozitif (DP), gercekte fingolimod tedavisi alan ancak RRMS kesme
degerine gore naif RRMS hastasi olan 3 kisi yanlis negatif (YN), gercekte naif RRMS
ancak kesme degerine gore fingolimod tedavisi alan RRMS hastasi olan 6 kisi yanlis
pozitif (YP) ve gercekte ve kesme degerine gore naif RRMS hastasi olan 24 kisi dogru
negatif (DN) olarak ayrilmistir. Bu siniflandirmaya gore hata matrisinden duyarlilik

%89.7, 6zgiilliik %80.0 ve dogruluk %84.8 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.45).

Cizelge 3.45: Plazma miR-155-5p rélatif ekspresyon seviyesinin fingolimod
tedavisi alan RRMS ve naif RRMS gruplari arasindaki hata matrisi.

Gercek Durum
Fingolimod Naif

Toplam
Plazma miR-155-5p AlanRRMS  RRMS P
rolatif ekspresyon Fingolimod Alan 26 (DP 6 (YP 32
seviyesi <0.29 Tahmin RRMS (OP) (YP)
oldugunda fingolimod Naif RRMS 3 (YN) 24 (DN) 27
alan RRMS’tir
Toplam 29 30 59

143



Duyarlilik = [DP/(DP+YN)] x100 = [26/(26+3)] X100 = %89.7
Ozgiillik = [DN/(DN+YP)] x100 = [24/(24+6)] X100 = %80.0

Dogruluk = [(DP+DN)/(DP+DN+YP+YN)] X100 = [(26+24)/(26+24+6+3)] = %84.8

mMiR-196a-5p’nin fingolimod tedavisi alan RRMS ve naif RRMS hastalari

arasindaki ROC analizi

Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi i¢in ¢izdirilen ROC egrisi sonucunda
plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan RRMS ve naif RRMS
hastalar1 smiflandirilmasi icin orta derecede bir ayiric1 potansiyelinin oldugu
goriilmistir (AUC=0.715, P=.005). Egrinin koordinat degerleri kullanilarak
duyarliligin ve 6zgilliiglin toplaminin maksimum degere sahip oldugu noktadaki
Youden’s Index degerine karsilik gelen miRNA rolatif ekspresyon seviyesi kesme
degeri olarak belirlenmistir. Buna gore plazma miR-196-5p rolatif ekspresyon seviyesi
0.43’ten diisiik olanlar tedavi alan RRMS hastasi, 0.43’¢ esit ve 0.43’ten yiiksek
olanlar naif RRMS olarak smiflandirilmistir. Bu analizlerin sonucunda duyarlilik

%351.7 ve ozgiilliik degeri %86.7 olarak belirlenmistir (Sekil 3.10).

ROC Egrisi (Fingolimod Alan RRMS-Naif RRMS)

miR-196a-5p Kat Degisimi

08

Referans cizgisi

O Kesme noktas:

06

AUC=0.715
P=.005

Duyarlilik
Q

04

Kesme Degeri: 0.43
Duyarlilik: %51.7
02 Ozgiillitk: %86.7

00 02 04 06 08 1.0

1-Ozgiilliik

Sekil 3.10 Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi kullanilarak
Grup-2’deki fingolimod tedavisi alan RRMS (n=29) ve naif RRMS
hastalarinin (n=30) siiflandirilmasi i¢in yapilan ROC analizinin egrisi.
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ROC analizlerinin anlamli sonu¢ vermesinden dolayr plazma miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin hata matrisi analizleri gergeklestirilmistir. Hata matrisi
gercekte ve kesme degerine gore siiflandirilmis bireylerin sayilarindan olugsmaktadir.
Buna gore gercekte ve kesme degerine gore fingolimod tedavisi alan RRMS hastasi
olan 15 kisi dogru pozitif (DP), gercekte fingolimod tedavisi alan RRMS ancak kesme
degerine gore naif RRMS hastasi olan 14 kisi yanlis negatif (YN), gercekte naif RRMS
ancak kesme degerine gore fingolimod tedavisi alan RRMS hastasi olan 4 kisi yanlis
pozitif (YP) ve ger¢ekte ve kesme degerine gore naif RRMS hastasi olan 26 kisi dogru
negatif (DN) olarak ayrilmigtir. Bu siniflandirmaya gore hata matrisinden duyarlilik

%51.7, dzgiillik %86.7 ve dogruluk %69.5 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.46).

Cizelge 3.46: Plazma miR-196a-5p rélatif ekspresyon seviyesinin fingolimod
tedavisi alan RRMS ve naif RRMS gruplar1 arasindaki hata matrisi.

Gerg¢ek Durum

Fingolimod Naif Toplam
Plazma miR-196a-5p Alan RRMS RRMS
rolatif ekspresyon Fingolimod Alan 15 (DP 4 (YP 19
seviyesi <0.43 Tahmin RRMS (BF) G
oldugunda fingolimod Naif RRMS 14 (YN) 26 (DN) 40
alan RRMS’tir
Toplam 29 30 59

Duyarlilik = [DP/(DP+YN)] x100 = [15/(15+14)] x100 = %51.7
Ozgiilliik = [DN/(DN+YP)] x100 = [26/(26+4)] X100 = %86.7

Dogruluk = [(DP+DN)/(DP+DN+YP+YN)] x100 = [(15+26)/(15+26+4+14)] = %69.5

3.3.7.3 Fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda

gerceklestirilen analizler

Daha once gergeklestirilen analiz sonuglar1 géz onlinde bulunduruldugunda bu tez
kapsaminda deneysel olarak ¢alisilan plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyelerinin
fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarini siiflandirma potansiyelleri
degerlendirilmistir. Plazma miR-146a-5p ve miR-196a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri yoniinden fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamuistir. Fingolimod tedavisi alan RRMS ve
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu i¢in plazma
miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin ROC analizi egrisi sonuglari alt baglikta
sunulmustur.
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MiR-155-5p’nin fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplar1 arasindaki
ROC analizi

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi i¢in ¢izdirilen ROC egrisi sonucunda
plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin fingolimod tedavisi alan RRMS ve
kontrol gruplarinin siiflandirilmast ig¢in ¢ok iyi derecede bir ayiric1 potansiyelinin
oldugu goriilmiistiir (AUC=0.923, P<.001). Egrinin koordinat degerleri kullanilarak
duyarliligin ve 6zgiilliigiin toplaminin maksimum degere sahip oldugu noktadaki
Youden’s Index degerine karsilik gelen plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyesi
kesme degeri olarak belirlenmistir. Buna gore plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon
seviyesi 0.23’ten diisiik olanlar tedavi alan RRMS hastasi, 0.23’e esit ve 0.23’ten
yiiksek olanlar naif RRMS olarak siniflandirilmistir. Bu analizlerin sonucunda

duyarhilik %86.2 ve ozgiilliikk degeri %93.3 olarak belirlenmistir (Sekil 3.11).

ROC Egrisi (Fingolimod Alan RRMS-Kontrol)

@ miR-155-5p Kat Degisimi
08 :

Referans ¢izgisi

O Kesme noktasi

06
AUC=0.923

P<.001

Duyarlilik

04

Kesme Degeri: 0.23
Duyarhilik: %86.2
02 Ozgiilliik: %93.3

00 02 04 06 08 1.0

1-Ozgiillik

Sekil 3.11: Plazma miR-155-5p rdlatif ekspresyon seviyesi kullanilarak Grup-
2’deki fingolimod tedavisi alan RRMS (n=29) ve kontrol (n=30) gruplarinin
smiflandirilmasi i¢in yapilan ROC analizinin egrisi.

ROC analizlerinin anlamli sonu¢ vermesinden dolay1r plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin hata matrisi analizleri gerceklestirilmistir. Hata matrisi

gercekte ve kesme degerine gore siniflandirilmis bireylerin sayilarindan olugmaktadir.
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Buna gore gercekte ve kesme degerine gore fingolimod tedavisi alan RRMS hastasi
olan 25 kisi dogru pozitif (DP), gercekte fingolimod tedavisi alan RRMS ancak kesme
degerine gore kontrol olan 4 kisi yanlis negatif (YN), gercekte kontrol ancak kesme
degerine gore fingolimod tedavisi alan RRMS hastasi olan 2 kisi yanlis pozitif (YP)
ve gercekte ve kesme degerine gore kontrol olan 28 kisi dogru negatif (DN) olarak
ayrilmistir. Bu smiflandirmaya goére hata matrisinden duyarlhilik %86.2, 6zgiillik

%93.3 ve dogruluk %89.8 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.47).

Cizelge 3.47: Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin fingolimod
tedavisi alan RRMS ve naif RRMS gruplar1 arasindaki hata matrisi.

Gerg¢ek Durum

Fingolimod
Kontrol Toplam
Plazma miR-155-5p Alan RRMS P
rolatif ekspresyon Fingolimod Alan 25 (DP 5 (YP 97
seviyesi <0.23 Tahmin RRMS (DP) (YP)
oldugnmda fingolimad Kontrol 4 (YN) 28(DN) 32
alan RRMS’tir
Toplam 29 30 59

Duyarlilik = [DP/(DP+YN)] x100 = [25/(25+4)] X100 = %86.2
Ozgiillik = [DN/(DN+YP)] x100 = [28/(28+2)] x100 = %93.3
Dogruluk = [(DP+DN)/(DP+DN+YP+YN)] x100 = [(25+28)/(25+28+4+2)] = %89.8

Grup-2’yi olusturan naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol
gruplarinin ROC analizleri hasta ve kontrol gruplar ikili olarak gruplandirilarak
gerceklestirilmistir  (Naif RRMS-Kontrol, Fingolimod alan RRMS-Naif ve
Fingolimod alan RRMS-Kontrol). Daha once gergeklestirilen ikili lojistik regresyon
analizlerinde risk durumuyla iliskili ¢ikan, gruplar arasinda karsilastirma analizlerinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli 6lciide farkli olan ve bu tez kapsaminda
Ozglin olarak calisilan deneysel parametrelerin iki grubu ayirma becerisi ROC
analizleri ile degerlendirilmistir. Ikili gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli gikan
parametrelerin ROC analizi egrileri ve hata matrisi hesaplamalar1 detayli bir sekilde
aciklanmistir. Gergeklestirilen analizler sonucunda iligkili ¢ikan parametrelerin ROC
analizi ve hata matrisi hesaplamalar1 sonuglar1 toplu bir sekilde Cizelge 3.48’de

sunulmustur.
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Cizelge 3.48: Grup-2°deki naif RRMS (n=30), fingolimod tedavisi alan RRMS (n=29) ve kontrol (n=30) gruplarmnin ikili olarak
karsilastirildiklarinda gruplarin siniflandirilmalari ile iliskili parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan ROC analizlerinden istatistiksel

olarak anlamli bulunanlar.

. Duyarhhk Ozgiilliik Dogruluk
ROC analizi sorigey (Sensitivity) (Specificity) (Accuracy)
Parametreler AUC %95 CI P Ke§m? ROC Hatg_ ROC Hat?‘. Hata matrisi
degeri matrisi matrisi
mMiR-155-5p Kat Degisimi 0.691 i 0 0 0 o 0
(Naif RRMS-Kontrol) Zay) 0.56-0.83 .01 0.72 680.0 680.0 0/663.3 0663.3 0/671.7
miR-155-5p Kat Degisimi 0.890 ) o o o o o
(Fingolimod Alan RRMS-Naif RRMS) (ivi) 0.80-0.98 <.001 0.29 0/689.7 0/689.7 680.0 680.0 /684.8
miR-196a-5p Kat Degisimi 0.715 ) 0 o o o 0
(Fingolimod Alan RRMS-Naif RRMS) (Orta) 0.58-0.85 .005 0.43 0/651.7 0/651.7 0/686.7 0/686.7 /669.5
MIR-155-5p Kat Degisimi 0923 85100 <001 023 %862 %862 9693.3 9693.3 %89.8

(Fingolimod Alan RRMS-Kontrol) (Cok iyi)

ROC: Receiver Operation Characteristics. AUC: Area Under the Curve
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4. TARTISMA

Geng yetiskinlerde travma harici ndrolojik engelliligin en yaygin sebebi olan MS
noroenflamatuar, otoimmiin ve demiyelinizan bir MSS hastaligidir (Dobson &
Giovannoni, 2019). Geng eriskinlerde hastalarin yasam kalitesini olumsuz sekilde
etkileyen ve 6liimciil olmayan bu hastalik, bireylerin is yapabilme kapasitesini ciddi
derecede etkilemektedir (Filippi vd., 2018). Hastaligin genetik ve gevresel bir¢ok risk
faktorii bulunmakla birlikte farkli klinik alt tipleri karakterize edilmistir. MS
hastaligin1 tamamen 1iyilestiren kesin bir tedavi yontemi belirlenememistir. MS’te
kullanilan mevcut tedavi yontemleri hastaligin seyrini yavaglatmay1 ve semptomlarini
azaltmay1 hedeflemektedir. MS hastaliginin teshisi, takibi ve fiziksel engelliligin
degerlendirilebilmesi icin birkac¢ farkli klinik metot bulunuyor olsa da hastalarin
yasam kalitesinin arttirilmasi ve uygun tedavi yontemlerinin kisiye 6zel olarak daha
isabetli bigimde belirlenebilmesi i¢in uygun biyobelirteglere duyulan ihtiyag

giiniimiizde hala devam etmektedir (Efendi & Yandim Kuscu, 2018).

DMT grubu bir ilag olan ve MS tedavisinde ikinci basamakta kullanilan Fingolimod,
S1P reseptorii modiilatorii olarak gorev alan, immiin-baskilayici ve agizdan alinan bir
ajandir (Willis & Cohen, 2013). Fingolimod dolasimda lenfositler iizerinde ifade
edilen S1P reseptorlerine baglanarak, lenfositlerin lenf diiglimlerinden dolagima
cikisin1 Onlemekte ve bagisiklik yanitlarini baskilamaktadir. KBB’yi asabilen
Fingolimod, MSS igerisinde de S1P reseptorlerine baglanarak birgok koruyucu ve

onarici etki gosterebilmektedir (Brinkmann vd., 2010).

Yaklagik 18-24 niikleotit uzunlugunda, kodlama yapmayan RNA smifinda olan
miRNA’lar, hedef mRNA’lar {izerinde bulunan ¢ekirdek dizilere baglanarak
transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinde gorev almaktadir. Tek bir mRNA birden
fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi gibi tek bir miRNA’nin da birden fazla
mRNA hedefi olabilmektedir. miRNA’lar hedef mRNA’nin yikimi ve translasyonun
baskilanmasi gibi ¢esitli mekanizmalarla post-transkripsiyonel diizenlemelerde gorev

alabilmektedir (Pasquinelli, 2012). Bagisiklik sisteminin ve enflamatuar yanitlarin
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olusmasi da dahil olmak {izere bir¢ok fizyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde gorev
alan miRNA’lar bir¢ok hastaligin teshisi ve seyri ile iligkilendirilmis olup kandan
bakilabilen kolay, hizli ve pratik biyobelirte¢ kesif calismalarinda popiiler bir yer
tutmaktadir (He & Hannon, 2004).

Toplumda %1°den fazla goriilen genotip farkliliklar1 genetik polimorfizmler olarak
tanimlanmakta ve bu farkliligin tek bir niikleotitten kaynaklandigi durumlar SNP
olarak nitelendirilmektedir (Nelson vd., 2004). SNP’ler miRNA genlerinde de
bulunabilir ve miRNA’larin stabilitelerine ve olgun miRNA olusturma siireclerine etki
ederek ekspresyon seviyelerinde degisikliklere yol agabilirler. Degisen miRNA
ekspresyon seviyeleri gorev aldiklart fizyolojik fonksiyonlarin farkli diizeylerde
regililasyonuyla sonuclanabilir. SNP’lerin varlig1 yasam big¢imi, etnik kdken ve cografi
faktorlerle birleserek birgok hastalikla da iliski gostermektedir (Iwai & Naraba, 2005).
Farkli toplumlarda goriilme siklig1 degisiklik gosteren SNP’lerin Tiirk toplumunda da

hastaliklarla olan iligkisinin incelenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, enflamatuar ve bagisiklik yanitlarinin olusmasiyla iligkili
olan miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p miRNA’larinin dolasimdaki
ekspresyon seviyeleriyle bu miRNA’larin genlerinde bulunan SNP’lerin (rs2910164,
rs767649, rs11614913) MS hastaligi riski ile iliskisini inceleyerek, SNP’lerin miRNA
plazma ekspresyon seviyesi iizerindeki etkisinin, SNP’lerin Tiirk toplumunda MS’e
yatkinliktaki roliiniin ve miRNA plazma ekspresyon seviyelerinin MS hastaliginda
teshis ve tedavinin etkilerinin godzlemlenebilmesi icin biyobelirteg olma
potansiyellerinin degerlendirilmesidir. Bu c¢alismada ilk defa bu miRNA’larin
dolasimdaki ekspresyon seviyeleri ile SNP’ler ve engellilik skorlar1 arasindaki iligkiler
ve tedavinin etkileri incelenmistir. Ayrica bu miRNA genlerinde bulunan SNP’lerin
MS hastaligiyla olan iligkisi de Tiirk toplumunda ilk kez ¢alisilmistir. 400 RRMS ve
400 kontrol katilimcisindan olusan Grup-1’de MIR146A rs2910164, MIR155 rs767649
ve MIR196A2 rs11614913 SNP’lerinin RRMS ve engellilik skorlariyla; 30 naif (tedavi
almayan) RRMS, 29 fingolimod tedavisi alan RRMS ve 30 kontrol katilimcisinin
bulundugu Grup-2’de plazma miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyelerinin hastalik riskiyle ve tedaviyle arasindaki iliski
incelenmistir.Ayrica SNP’lerin ve plazma rolatif ekspresyon seviyelerinin hastalarin

klinik bilgileriyle iliskisi de incelenmistir.
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4.1 Cahsma Gruplarim Demografik ve Klinik Profili

Bu tez galismasinda 6nceki boliimlerde detayli bir sekilde agiklandigi gibi genetik
polimorfizm c¢alismalarinin gergeklestirildigi 400 RRMS hastas1 ve 400 kontrolden
olusan Grup-1 ve Grup-1 igerisinde bulunan ve rastgele bir sekilde belirlenen 30 naif
(tedavi almayan) RRMS hastasi, 29 fingolimod tedavisi alan RRMS hastas1 ve 30
kontrolden olusan ve ekspresyon seviyesi calismalarinin gergeklestirildigi Grup-2
olmak iizere iki Ornek grubu olusturulmustur (Sekil 3.1). Calisma gruplarinin

demografik ve klinik profilleri ayr1 ayr1 incelenmistir.

4.1.1 Grup-1’in demografik ve klinik profili

400 RRMS hastas1 ve 400 kontrolden olusan Grup-1’de tam kan Orneklerinden
genomik DNA izole edilmis ve izole edilen DNA’lar ile genetik polimorfizm
calismalar1 gergeklestirilmistir. RRMS ve kontrol gruplan karsilastirilmis, hasta

grubunun Klinik bilgileriyle genotipler arasindaki iliski incelenmistir.

4.1.1.1 Grup-1’in demografik profili

MS hastaliginin klinikte en sik goriilen alt tipi olan RRMS genellikle geng eriskinlerde
(20-40 yas aras1) ortaya c¢ikmaktadir (Filippi vd., 2018). Grup-1 g¢alisma gurubu
igerisinde bulunan 400 RRMS hastasinin yas ortalamasi 34.4 + 9.8 olarak belirlenmis
ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda Grup-1 ¢alisma grubunu olusturan RRMS ve
kontrol gruplar1 arasinda yas bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1
goriilmiistiir (P=.13). Bu sayede yas faktOriiniin hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
yapilan karsilastirma analizlerinden elde edilen sonuglara olan etkisi ortadan

kaldirilmistir (Cizelge 3.1).

MS hastaligina, erkeklere gore kadinlarda daha sik rastlanmaktadir. Diinya genelinde
MS hastalarinin %69’unu kadin MS hastalar1 olustururken tilkemizde bu oran %67
olarak bildirilmistir (URL-12). Grup-1 ¢alisma gurubu igerisinde bulunan 400 RRMS
hastasinin igerisindeki kadin RRMS oran1 %66.2 olarak belirlenmistir. Bu tez
calismasinda RRMS ve kontrol gruplari arasinda cinsiyet bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (P=.07). Bu sayede cinsiyet faktoriiniin
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yapilan karsilagtirma analizlerinden elde edilen

sonuglara olan etkisi ortadan kaldirilmistir (Cizelge 3.1).
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4.1.1.2 Grup-1’deki RRMS hastalarinin klinik profili

Grup-1°deki RRMS hastalarinin klinik bilgileri cinsiyetler arasinda karsilagtirilmistir.
Bu baglamda, RRMS hastalarinin hastalik siiresi, EDSS skorlari, MSSS degerleri,
tedavi siireleri, alinan tedavi tiirleri, serum 25-(OH) Ds, total kolesterol, trigliserit,
LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol diizeyleri ve sigara igme durumlari
cinsiyetler arasinda karsilastirilmistir (Cizelge 3.3). Grup-1’de bulunan kadin ve erkek
RRMS hastalar1 arasinda hastalik siiresi (P=.86), hizli MS progresyon riski (MSSS>5)
(P=.07), tedavi siiresi (P=.89), alinan tedavi tiirii (P=.31), serum 25-(OH) D3 (P=.72)
ve total kolesterol (P=.57) diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir.

Grup-1’de bulunan kadin ve erkek RRMS hastalarinin  EDSS skorlari
karsilastirildiginda, EDSS skorlarinin erkek RRMS hastalarinda kadin RRMS
hastalarina gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.01). Erkeklerde kadinlara gore
daha agir gecen, daha agir fonksiyonel kayiplara ve ciddi semptomlara yol agan RRMS
klinik alt tipinde cinsiyetler arasindaki bu farklilik literatiirdeki farkli calismalarda da
gosterilmistir (Magyari & Koch-Henriksen, 2022; Ribbons vd., 2015). Engelliligin
ciddiyetine gore EDSS skorlar1 derecelendirilebilmektedir. EDSS skoru 3’e esit veya
3’ten kiiciik olan hastalar hafif diizey engellilige, 3’ten biiyiik hastalar ise orta diizey
engellilige sahip hastalar olarak degerlendirilmektedir (Piri Cinar & Guven Yorgun,
2018). Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde Jerkovic ve arkadaslarinin
gergeklestirdigi bir calismada, ¢alisma popiilasyonunda EDSS skoru 4 ile 8 arasinda
olan erkek MS hastalarinin sayisinin kadin MS hastalarinin sayisindan istatistiksel
olarak anlamli derecede fazla oldugu bulunmustur (P=.01) (Jerkovi¢ vd., 2022). Bu
tez c¢aligmasinda da cinsiyetler arasinda orta diizey EDSS riski (EDSS>3)
karsilastirildiginda erkek RRMS hastalarindaki EDSS>3 oranimnin kadin RRMS
hastalarindakine gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu
goriilmistiir (P=.01). Bu durum Grup-1’deki RRMS grubu igerisinde bulunan erkek
RRMS hastalarmin EDSS skorlarinin kadin hastalara gére daha yiliksek olmasiyla

agiklanabilir.

RRMS hastalarinda hastalik siiresi ve EDSS skorlar1 kullanilarak hastaligin
progresyon hizini belirlemek i¢in MSSS degerleri hesaplanmaktadir (Roxburgh vd.,
2005). MS hastaliginda cinsiyet faktorii diisiiniildigiinde erkek MS hastalarinda
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hastaligin seyrinin daha agir gectigi, hastaligin daha agir fonksiyonel kayiplara ve
ciddi semptomlara yol actig1 bilinmektedir (Ribbons vd., 2015). Ayrica RRMS’li
erkeklerde ataklardan sonra daha zayif iyilesmelerin goriilmesi, hastaligin seyri
boyunca daha fazla sakatlik gelisimi goriilmesi ve RRMS’ten SPMS’e gecis
oranlarinin daha yiiksek olmasi da hastaligin erkeklerde daha kétii bir prognoza sahip
oldugunun gostergesidir (Coyle, 2021; Safi & Krieger, 2021). Bu tez ¢aligmasinda
cinsiyetler arasinda MSSS degerleri karsilastirildiginda erkek RRMS hastalarinin
MSSS degerlerinin kadin RRMS hastalarina gore istatistiksel anlamda daha yiiksek
oldugu goriilmistiir (P=.009). RRMS grubundaki kadin ve erkek RRMS hastalar
hastalik stireleri bakimindan anlamli bir fark gdstermese de EDSS skorlariin erkek
RRMS hastalarinda kadinlara gore yiiksek olmas1 MSSS degerlerinin de erkek RRMS
hastalarinda kadinlara gore daha yiiksek olmasinin agiklayicisi niteligindedir. Ek
olarak, bu tez calismasinda elde edilen bu sonuglar, Israil popiilasyonunda
gerceklestirilen bir calismada calisma grubundaki erkeklerin MSSS degerlerinin
kadinlarin MSSS degerlerinden daha yiiksek oldugunun gosterilmesiyle de benzerlik
gostermektedir (P=.008) (Karni vd., 2022).

KBB’nin yapisinin enflamatuar sitokin ve kemokinler araciligiyla bozulmasiyla
normal sartlar altinda MSS’ye giris yapamayan molekiillerden olan LDL-kolesteroliin
bu sekilde KBB’yi astiktan sonra MSS igerisinde oksidasyona ugrayarak
proenflamatuar sitokinlerin salinimini arttirip enflamasyon aracili néronal hasara yol
actig1 bilinmektedir (Lorincz vd., 2022). Bu mekanizma dolayisiyla yiiksek LDL-
kolesterol diizeyleri yiiksek EDSS skorlar1 ve hastalik aktivitesiyle iliskilendirilmistir
(Boshra vd., 2022). Benzer sekilde serum trigliserit ve VLDL-kolesterol diizeylerinin
de yiliksek EDSS skorlari ve MSSS degerleri ile pozitif bir korelasyona sahip oldugu
gosterilmigstir (Lorincz vd., 2022; Weinstock-Guttman vd., 2011). Grup-1’de bulunan
RRMS hastalarinda trigliserit (P<.001), LDL-kolesterol (P=.01) ve VLDL-kolesterol
(P<.001) bakimindan cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir ve bu lipit parametreleri erkek RRMS hastalarinda kadin RRMS
hastalara gore daha yiiksektir. Yiiksek EDSS skorlar ile iliskilendirilmis olan bu
serum lipit parametrelerinin, kadin RRMS hastalarina gore erkek RRMS hastalarinda
daha yiiksek diizeyde olmasi ¢alisma grubunu olusturan erkek RRMS hastalarinin
kadin RRMS hastalarma gore daha yiiksek EDSS skorlarina sahip olmasiyla
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aciklanabilir. Literatiirdeki sonuglar incelendiginde de bu lipit parametrelerinin birgok
farkli calismada daha ytiksek EDSS skorlariyla ve daha fazla MS’e bagli engellilik ile
iliskilendirildigi goriilmektedir (burﬁnové vd., 2018; Gafson vd., 2018; Palavra vd.,
2013; Zhornitsky vd., 2016). Serum trigliserit seviyelerinin MS’e bagli engellilik
arttikca arttigt ve artan EDSS skorlariyla pozitif bir korelasyona sahip oldugu
gosterilirken (Durfinova vd., 2018; Zhornitsky vd., 2016) benzer sekilde serum LDL-
kolesterol ve VLDL-kolesterol diizeylerinin artan engellilik diizeyleriyle iliskili
oldugu gosterilmistir (Gafson vd., 2018; Palavra vd., 2013). Bu tez ¢alismasinda da
daha yiiksek EDSS skorlarina sahip erkek RRMS hastalarinda bu serum lipit
parametrelerinin diizeylerinin daha diisik EDSS skorlarina sahip kadin RRMS
hastalarindan daha yiiksek olmasi literatiirdeki sonuglarla benzerlik gostermektedir.
Bir baska serum lipit parametresi olan HDL-Kolesterol ise antioksidan enzimlerin
dolasima salinimini arttirmakta ve adezyon molekiillerinin salinimini azaltarak
antienflamatuar etki gostermektedir. Bu mekanizma dolayisiyla HDL-kolesterol diisiik
EDSS skorlart ve hastalik aktivitesiyle iliskilendirilmistir (Lorincz vd., 2022;
Weinstock-Guttman vd., 2011). Farkli ¢alismalarda diisiik serum diizeyleri daha
yiiksek engellilik skorlartyla iligkilendirilen HDL-kolesteroliin, hastaligin daha kotii
bir prognoza sahip oldugu erkek MS hastalarinda, kadin MS hastalarina gore daha
diisiik serum diizeylerinin oldugu da gosterilmistir (Lorincz vd., 2022; Sancho-
Rodriguez vd., 2011). Cinsiyetler arasinda HDL-kolesterol (P<.001) diizeyinde de
anlamli fark goriilmesi ve HDL-kolesteroliin kadin RRMS hastalarinda erkek RRMS
hastalarina gore daha yiiksek olmasi ¢calisma grubunu igerisinde bulunan kadin RRMS
hastalariin erkek RRMS hastalarima gore daha diisiik EDSS skorlarina sahip

olmasiyla agiklanabilir ve literatiirdeki sonuglarla benzerlik gostermektedir.

MS i¢in basta gelen ¢evresel risk faktorleri arasinda bulunan sigaranin MS gelistirme
riskini yaklagik 1.6 kat artirdig1 gosterilmistir (Handel vd., 2011). Sigaranin diizenli
ve yiiksek dozda kullanimi artan MS riskiyle beraber, MS’e bagh engelliligin
ilerlemesiyle de iliskilidir (Filippi vd., 2018). Literatiirde sigara kullanan ve pasif igici
olan MS hastalarinin, sigara kullanmayan MS hastalarina gére daha yliksek EDSS
skorlarina sahip oldugu gosterilmistir (Manouchehrinia vd., 2013; Wu vd., 2023). Ek
olarak Healy ve arkadaslari, sigara kullanan RRMS’1i hastalarda RRMS’ten SPMS’e

gecis oranlarinin sigara kullanmayan RRMS’li hastalara gore daha yiiksek oldugunu
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bildirmistir (Healy vd., 2009). Bu calismada da cinsiyetler arasi sigara kullanma
durumu karsilagtirildiginda erkek RRMS hastalarinda sigara kullanan birey sayisinin
kadin RRMS hastalarinda sigara kullanan birey sayisina gore anlamli derecede yiiksek
oldugu goriilmistiir (P<.001). Sigara kullannominin erkek RRMS hastalarinda daha
yiiksek bir oranda bulunmasi, erkek RRMS hastalarmin sahip oldugu yiiksek EDSS
skorlarinin bu risk faktorii ile de agiklanabilecegini gostermektedir. Ek olarak kadin
RRMS hastalarina gore daha yiliksek EDSS skorlarina sahip erkek RRMS hastalarinda

sigara kullaniminin daha yaygin olmasi literatiirdeki sonuglarla da uyumludur.

4.1.2 Grup-2’nin demografik ve klinik profili

Grup-1 igerisinde bulunan ve rastgele bir sekilde belirlenen 30 naif (tedavi almayan)
RRMS hastasi, 29 fingolimod tedavisi alan RRMS hastasi ve 30 kontrolden olusan
Grup-2’de plazma 6rneklerinden miRNA rdlatif ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.
Elde edilen deneysel parametreler ile diger klinik parametreler arasindaki iliskiler

hasta ve kontrol gruplar1 arasinda ve gruplar icerisinde incelenmistir.

4.1.2.1 Grup-2’nin demografik profili

MS Atlas’iin giincel versiyonuna gore lilkemizde MS hastaliginin baslangi¢ yasi
ortalamasi 29 olarak bildirilmistir (MSIF, 2020). Grup-2 g¢alisma grubu igerisinde
bulunan 30 naif RRMS hastasinin yas ortalamasi 30.8 & 9.1 olarak belirlenmis ve MS
Atlas’min giincel versiyonunda bildirilen MS hastalifi baslangic yasiyla benzer
oldugu goriilmiistiir. Fingolimod tedavisinin ikinci basamak bir tedavi olmasindan ve
zamanla ilerleyen hastalik aktivitesi neticesinde bu tedaviye gec¢ilmesinden kaynakl
olarak fingolimod tedavisi alan 29 RRMS hastasinin yas ortalamasi (35.1 £ 8.4),
kontrol grubunun yas ortalamasindan (26.8 + 5.8) istatistiksel olarak anlamli derecede

daha yiiksektir (P<.001) (Cizelge 3.2).

30 naif RRMS hastasinin bulundugu grupta kadin hasta oran1 %63.3, 29 fingolimod
tedavisi alan RRMS hastasinin bulundugu grupta kadin hasta orani %72.4 ve
kontrollerin bulundugu grupta kadin oran1 %66.7 olmakla birlikte Grup-2 calisma
grubu igerisinde bulunan naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol
gruplar1 arasinda cinsiyet bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir (P=.75). Bu sayede cinsiyet faktoriiniin hasta ve kontrol gruplari
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arasinda yapilan karsilastirma analizlerinden elde edilen sonuclara olan etkisi ortadan

kaldirilmistir (Cizelge 3.2).

4.1.2.2 Grup-2’nin Kklinik profili

Grup-2’deki naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplariin klinik
bilgileri gruplar arasinda karsilastirilmistir. Bu baglamda, serum total kolesterol,
trigliserit, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol diizeyleri ve sigara igme
durumu her ti¢ grup arasinda karsilastirilirken; serum 25-(OH) D3 diizeyleri, hastalik
siiresi, EDSS skorlari, MSSS degerleri, T1 ve T2 lezyon sayilar1 ve kontrast tutan

lezyon varligi durumu hasta gruplar arasinda karsilagtirilmistir (Cizelge 3.21).

Hasta ve kontrol gruplari arasinda serum total kolesterol (P=.71), LDL-kolesterol
(P=.72), HDL-kolesterol (P=.54) ve VLDL-kolesterol (P=.05) diizeyleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. Daha 6nce fingolimod tedavisine
baslayan 72 MS hastasinin 12 ay diizenli takibinden sonra lipit profili degisiklikleri
incelenmis, LDL-kolesterol ve trigliserit seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gdzlemlenmemistir (Rauma vd., 2020). MS’li kadin hastalarin, MS olmayan
kadinlara gore daha yiiksek trigliserit diizeylerine sahip oldugunun (Lima vd., 2019)
ve HDL -kolesterol digindaki lipit parametrelerindeki artisin hastaligin seyrini olumsuz
yonde etkilediginin gosterilmesi (Tettey vd., 2017); kolesterol ve trigliserit
degisimlerinin MS i¢in dogrudan bir risk faktorii olmadigini fakat hastaligin
progresyonuyla ve engellilik skorlariyla iliskili olabilecegini gostermistir (Weinstock-
Guttman vd., 2011). Bu tez ¢alismasinda diger serum lipit parametrelerinden farkli
olarak serum trigliserit diizeyinin fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(P=.009). Bu durum serum trigliserit diizeylerinin hastalik aktivitesiyle ve yiiksek
engellilik skorlariyla iligkilendirilmis olmasiyla agiklanabilmektedir (Lorincz vd.,
2022). MS i¢in basta gelen g¢evresel risk faktorleri arasinda bulunan sigaranin

kontroller arasinda kullaniminin daha yaygin oldugu goriilmektedir.

Hasta gruplar1 arasinda ise MSSS degerleri (P=.26), orta diizey EDSS (EDSS>3) riski
(P>.99) ve hizli MS progresyon (MSSS>5) riski (P>.99) bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmuyorken, fingolimod alan RRMS hastalarinin EDSS

skorlari, naif RRMS hastalarinin EDSS skorlarina gore istatistiksel olarak anlamli
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derecede daha yiiksektir (P=.001). Benzer sekilde fingolimod tedavisi alan RRMS
hastalariin hastalik siiresi de naif RRMS grubundan istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksektir (P<.001). Literatiirdeki sonuglar incelendiginde de herhangi bir
DMT grubu ilag kullanan MS hastalarinin EDSS skorlarinin ve hastalik siirelerinin
heniliz tedavi almayan MS hastalarina gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Fernandez vd., 2020). Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara benzer olarak Can
Demirdégen ve arkadaglarinin galismasinda da naif RRMS hastalarinin hastalik
siirelerinin ve EDSS skorlarinin, fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarindan
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiikk oldugu goriilmektedir (Can Demirdégen
vd., 2023). Benzer sekilde bir baska calismada da fingolimod tedavisi alan MS
hastalarinin daha uzun hastalik siiresine ve yliksek EDSS skorlarina sahip oldugu
bildirilmistir (Rotstein vd., 2015). Fingolimod tedavisinin ikinci basamak bir tedavi
olmasindan ve zamanla ilerleyen hastalik aktivitesi neticesinde bu tedaviye
gecilmesinden dolay1 tedavi alan RRMS grubunun engellilik diizeylerinin ve hastalikla
birlikte gecirdikleri yillarin naif RRMS hastalarindan yiiksek olmasi hastaligin dogasi

geregi goriilen bir sonugtur.

MS hastaligi i¢in yetersizliginin risk faktorii oldugu bilinen D vitaminin diizeyleri
Grup-2 calisma grubundaki naif RRMS hastalarinda, fingolimod tedavisi alan RRMS
hastalarina goére anlamli derecede yiiksektir (P=.002). Daha yiiksek hastalik
aktivitesine ve EDSS skorlarina sahip hasta literatiirde bir¢ok gruplarinin daha diisiik
D vitamini diizeylerine sahip olmasinin 6rnegi bulunmaktadir (Ferre vd., 2018;
Smolders vd., 2008; Thouvenot vd., 2015). Ornegin, fingolimod tedavisi alan MS
hastalarinin %80’den fazlasinin serum 25-(OH) D3 diizeylerinin yetersiz seviyede
(<49.9 nmol/L) oldugu goriilmektedir (Ferre vd., 2018). Thouvenot ve arkadaslari
RRMS grubunda serum D vitamini diizeylerinin EDSS skorlariyla negatif korelasyon
gosterdigini bildirirken (Thouvenot vd., 2015), baska bir ¢alismada ise diisik D
vitamini diizeyleri MS hastalarinda artan engellilik dereceleriyle iliskilendirilmistir
(Smolders vd., 2008). Grup-2 galisma popiilasyonu igerisinde bulunan fingolimod
tedavisi alan RRMS hastalarinda MS’e bagli olarak goriilen hafiza kaybindan dolay1,
bu hastalarin diizenli olarak D vitamini takviyelerini almamalar1 da naif RRMS

hastalarindan daha diisiik D vitamini diizeylerine sahip olmalarinin sebebi olabilir.

157



Hasta gruplar1 arasinda MRG parametreleri de karsilastirilmis, fingolimod tedavisi
alan RRMS grubunun hem T1 hem de T2 lezyon sayilarinin naif RRMS grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (T1 Lezyon
sayis1: P<.001, T2 Lezyon sayisi: P<.001). Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde,
tedavi alinan iki yilin sonunda fingolimod tedavisi alan hastalarin T1 ve T2 lezyon
sayilarinin tedavi almayan hasta grubuna gore daha diisiik oldugu ve tedavinin
uygulandig1 iki yil i¢erisinde T2 lezyon yiikiinde azalmalar oldugu bilinse de takip
eden ileriki yillarda hastalarda lezyon sayilarinda artislar oldugu bildirilmistir (Derfuss
vd., 2015; Paolillo vd., 2002). Bu durum uygulanan tedavinin mekanizmasindan ve
etkinliginden bagimsiz olarak MS hastaliginin ilerleyici dogasiyla iliskilidir. Son
olarak, bu calismada kontrast tutan lezyon varligi bakimindan da gruplar arasinda
anlamli fark goriilmiis, kontrast tutan lezyona sahip birey sayisimin naif RRMS
grubunda (%70.0) fingolimod tedavisi alan RRMS grubundan (%13.8) istatistiksel
olarak fazla oldugu belirlenmistir (P<.001). Heniiz tedavi almamis olan naif RRMS
grubunda hastaligin daha aktif olmasi daha fazla kontrast tutan lezyon varliginin
aciklayicisidir. Ayrica literatlirdeki sonuglara bakildiginda da kontrast tutan lezyonu
olan bireylerin naif RRMS hasta grubunda (%50), tedavi alan RRMS hasta grubuna
(%31.8) gore daha fazla sayida bulundugu goriilmiistiir (Ashida vd., 2022; Graziano
vd., 2015). Literatiirdeki bu sonuglar, tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar ile

uyumludur.

4.2  miRNA SNP Genotipleri ile RRMS Arasindaki iliskiler

Multifaktoriyel bir dogasi olan MS c¢evresel bircok faktoriin genetik faktorlerle
etkilesiminden ortaya ¢ikan kompleks bir etiyolojiye sahip otoimmiin bir hastaliktir
(Filippi vd., 2018). Hastaligin dogasmnin daha iyi anlagilmasi i¢in genetik risk
faktorlerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. MS ile en cok iliskilendirilen ve 6.
kromozomda bulunan HLA lokusunda goriilen alel farkliliklarinin MS’e yatkinligin
%20-30’unu olusturdugu diistiniilmektedir (Ghasemi vd., 2016). Genel olarak HLA
siuf II varyantlar1 MS riskiyle ve HLA-DRB1 lokusunda bulunan varyantlarin da daha
geng tan1 yasiyla iliskilendirildigi goriilmiistiir (Hensiek, 2002; Wu vd., 2010).

HLA lokusunda bulunan genetik varyantlarin MS ile iliskili bulunmasinin yani sira

hastaligin patogenezinde rolii olan diger faktorlerin de gen bdlgelerinde bulunan
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genetik varyantlar MS hastaligi riski ile iligskilendirilmistir (Zhang vd., 2005). 66 farkli
gende bulunan 123 farkli SNP’nin genotiplerinin belirlendigi bir ¢alismada 12.
kromozom iizerinde bulunan ve aktiflesmis T hiicre inhibisyonundan gorevli LAG3
geninde bulunan rs19922452, rs951818 ve rs870849 SNP’lerinin MS hastalarinda
kontrol grubuna gore daha yaygin oldugu goriilmiistiir. Ayni ¢aligmada T ve B hiicre
olgunlagmasinda gorevli IL7R geninin hem intron (rs987106 ve rs987107) hem de
ekzon (rs3194051) bolgesinde bulunan 3 farkli SNP MS hastalik riskiyle iliskili
bulunmus, hasta grubunda homozigot polimorfik genotipe sahip birey sayisinin
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Zhang vd., 2005). 2019 yilinda
Uluslararas1 Multipl Skleroz Genetik Konsorsiyumu (International Multiple Sclerosis
Genetics Consortium — IMSGC) tarafindan MS hastaliginin genetik atlasinin
¢ikarilmasi i¢in genom ¢apinda gergeklestirilen ¢alismada HLA lokusunda bulunan 32,
X kromozomu iizerinde bulunan 1 ve otozomal kromozomlarda bulunan 200 SNP’nin
bulunmasi da MS hastaligiyla birgok genetik varyasyonun iligkili olabilecegini
gostermistir (Patsopoulos vd., 2019).

42.1 MIR146A rs2910164 G/C

MIR146A rs2910164 SNP’si MIR146A geninde 5:160485411 konumunda bulunan
intronik bir tek niikleotit varyanttir. Bu SNP’nin minoér aleli olan C alelinin global
mindr alel frekans1 (gMAF) 0.245 iken major alel olan G alelinin global alel frekansi
0.755tir. Alel frekansi farkli toplumlarda ve kitalarda degisiklik gostermektedir. Bu
toplumlarda C alelinin en diisik MAF degeri Avrupa popiilasyonunda (0.230)
goriilitken en yiiksek MAF degeri de Dogu Asya popiilasyonunda (0.616)
goriilmektedir. Mindr alelin goriilme sikligit Amerikali ve Afrikali popiilasyonlarda
benzerlik tasisa da Latin Amerika popiilasyonunda (0.312) Afrika popiilasyonuna
(0.367) gore daha diisiik oldugu goriilmektedir (URL-6).

MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin bir¢ok otoimmiin enflamatuar ve ndrodejeneratif
hastalikla iligkisi calisilmistir (Cizelge 4.1). MS gibi norodejeneratif bir hastalik olan
Alzheimer hastaliginda mindr alel C alelinin TLR2 nin fonksiyonunu ve iiretimini
bozarak hastaliga genetik yatkinlikla iligkili oldugu gosterilmistir (Zhang vd., 2015).
Yine Alzheimer hastalarimin olusturdugu bir popiilasyonda C aleli tasiyicilarinin,

yiiksekliginin Alzheimer riskiyle iliskilendirildigi plazma APa240 (amyloid beta — AB)
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oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Vogrinc vd., 2023). Otoimmiin
enflamatuar bir ¢gocukluk romatizmasi hastaligi olan juvenil romatoid artrit hastaligi
ile iligkisinin incelendigi ¢alismalarda, Hint popiilasyonunda CC genotipi hastaliga
yatkinlikla iliskilendirilmisken (Singh vd., 2014); Meksika popiilasyonunda
rs2910164 G/C SNP’si ile hastalik arasinda bir iligki bulunmamaistir (Jiménez-Morales
vd., 2012). Otoimmiin enflamatuar hastaliklar olan SLE, RA, Behget ve psoriatik artrit
(PA) hastaliklariyla da rs2910164 G/C SNP’sinin iliskisi ¢alisilmistir (Ahmadi vd.,
2020; Aleman-Avila vd., 2017; Chatzikyriakidou vd., 2010; Jiménez-Morales vd.,
2012; Labib vd., 2019; Lofgren vd., 2012; Maharaj vd., 2018; Yang vd., 2011; Zhang
vd., 2011; Zhou vd., 2014). Meksikali, Avrupali, Cinli ve Iranl1 SLE hastalarinda
152910164 G/C SNP’si hastalikla iligkili bulunmamisken (Ahmadi vd., 2020; Jiménez-
Morales vd., 2012; Lofgren vd., 2012; Zhang vd., 2011); Iranli SLE hastalariyla
gerceklestirilen bir bagka ¢alismada G aleli hastaliga yatkinlikla iliskilendirilmistir
(Labib vd., 2019). Meksikali SLE hastalariyla gergeklestirilen bir baska ¢alismada
mindr C alelinin frekansinin hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml derecede farkli oldugu, C aleli frekansinin kontrol grubunda hasta grubuna
gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Aleman-Avila vd., 2017). Ayni ¢alismada SNP
alelleri ve genotipler bakimindan RA hastalar1 ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Aleman-Avila vd., 2017). Benzer sekilde Cin
ve Yunan popiilasyonlarinda gerceklestirilen ¢aligmalarda da bu SNP’nin genotip ve
alel frekanslar1 bakimindan RA hastalar1 ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemisken (Chatzikyriakidou vd., 2010; Yang vd., 2011);
[ranli kadinlarda rs2910164 SNP’sinin GG genotipinin RA hastalik riski i¢in koruyucu
bir faktor oldugu gorilmistir (Ahmadi vd., 2020). Cin popiilasyonunda
gerceklestirilen bir ¢alismada ise CC genotipinin Behget hastaligi i¢in koruyucu bir
faktor oldugu gosterilmistir (Zhou vd., 2014). Hintli ve Kafkasyali PA ve
kontrollerden olusan bir popiilasyonda, Hintli hasta grubuyla kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmiis, mindr alel C alelinin goriilme frekansinin
PA hasta grubunda kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur

(Maharaj vd., 2018).

MIR146A 152910164 G/C SNP’sinin MS ile iligkisi de daha once farkli toplumlarda
calisilmus, italyan popiilasyonunda MS ile iliskili bulunmamustir (Fenoglio vd., 2011).
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Iran popiilasyonunda G aleli (Labib vd., 2019); Cin ve Irak popiilasyonlarinda C aleli
MS igin bir risk faktorii olarak belirlenmistir (Li vd., 2015; Shareef vd., 2021). Zamani
ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alismada ise Iran popiilasyonunda GC genotipi
lojistik regresyon analizlerinde hastalik riskiyle iligkili bulunmustur (Zamani vd.,
2024). Polimorfik C alelinin bu genin iiriinii olan olgun miR-146a-5p ekspresyon
seviyesini azalttig1r (Jazdzewski vd., 2008) ve bu miRNA tarafindan diizenlenen
sitokinler araciligiyla MS hastaliginin patogenezine katkida bulundugu vurgulanmistir
(Shareef vd., 2021). MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin bu genin iiriinii olan miR-
146a-5p’nin ekspresyon seviyesi ile iligkisi ve bu miRNA’nin hedefledigi genler
araciligiyla diizenledigi biyolojik siirecler boliim 4.5.1.1°de detaylariyla anlatilmistir.

Cizelge 4.1: Farkli hastaliklarda ve popiilasyonlarda rs2910164 G/C
SNP’sinin C alel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplarinda dagilima.

.. C Alel Frekansi
Hastahk Popiilasyon Hasta Kontrol P Referans
Alzheimer Cin 0.320 0.240 .03 Zhang vd., 2015
Alzheimer Slovak 0.250 0.218 .52 Vogrinc vd., 2023
JRA Hint 0.313 0.271 21 Singh vd., 2014
JRA Meksika 0.330 0.340 .61 .
SLE Meksika | 0320 | 0340 | 55 | dmenez-Moralesvd,2012
SLE Avrupali 0.248 0.240 .54 Lofgren vd., 2012
SLE Cin 0.610 0.640 .99 Zhang vd., 2011
SLE Meksika 0.308 0.323 .049 g
RA Meksika 0351 | 0323 | .21 Alemén-Avila vd,, 2017
SLE Iran 0.260 0.317 .26 .
RA fran 0354 | 0317 | .36 Ahmadi vd., 2020
RA Cin 0.637 0.633 91 Yang vd., 2011
RA Yunan 0.268 0.276 93 Chatzikyriakidou vd., 2010
Behget Cin 0.566 0.635 <.001 Zhou vd., 2014
PA Hint 0.357 0.226 .02 .
PA Beyaz Ik | 0350 | 0316 | .60 Maharaj vd. 2018
SLE Iran 0.350 0.550 <.001 .
MS fran 0303 | 0550 | <.001 Labib vd., 2019
MS Italya 0.280 0.250 27 Fenoglio vd., 2011
MS Cin 0.587 0.564 .02 Li vd., 2015
MS Irak 0.363 0.155 <.001 Shareef vd., 2021
MS Iran 0.200 0.130 .10 Zamani vd., 2024
HCC Tiirk 0.214 0.200 .62 Akkiz vd., 2011
Oligospermi Tiirk 0.252 0.272 .55 Tungdemir vd., 2018
Behget Tiirk 0.170 0.330 <.001 Oner vd., 2015
Behget Tiirk 0.179 0.323 <.001 Guven vd., 2021
MS Tiirk 0.267 0.234 A2 Bu ¢alisma
JRA: Juvenil Romatoid Artrit, SLE: Sistemik Lupus Eritematozus, RA: Romatoid Artrit, PA: Psoriatik Artrit,
MS: Multipl Skleroz, HCC: Hepatoseliiler Karsinom.

MIR146A 152910164 G/C SNP’sinin alellerinin goriilme siklig1 toplumlar arasinda

farklilik gostermektedir. SNP alelleri farkli toplumlarda bir¢ok ndrodejeneratif ve
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otoimmiin hastalikla iliskili bulunmustur ancak bu SNP’nin Tiirk toplumunda MS ile
iligkisi daha once hi¢ ¢alisiilmamistir. Bu tez ¢calismasinda rs2910164 G/C SNP’sinin
mindr aleli olan C alelinin frekanst RRMS grubunda 0.267, kontrol grubunda 0.234
olarak belirlenmistir. Farkli popiilasyonlarda Alzheimer, SLE, PA ve MS gibi
otoimmiin ve norodejeneratif hastaliklarla iligkili ¢ikan bu SNP’nin bu c¢aligmada
RRMS ve kontrol gruplari arasinda farkli olmadig1 goriilmiistiir (P=.12) (Cizelge 4.1).
Yasa ve cinsiyete gore diizenlenerek yeniden hesaplanan OR, CI ve P degerlerine gore
de gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Analizler farkli genotip
modelleri kurularak da gerceklestirilmis; kodominant, dominant, resesif,
overdominant ve log-additive modellerde de RRMS ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark gériilmemistir (Cizelge 3.5 ve 3.6).

MIR146A 152910164 G/C SNP’si Tiirk toplumunda MS hastalifinda daha once hig
calisilmamig olsa da farkli hastaliklarda genetik risk faktorii olma durumu
degerlendirilmistir. Hepatoselliiler karsinomu bulunan hastalarla gerceklestirilen bir
calismada hasta grubunda mindr C alel frekans1 0.214, kontrol grubunda 0.200 olarak
(Akkiz, vd., 2011); oligospermi hastalariyla gergeklestirilen bir bagka ¢alismada ise
hasta grubunda minér C alel frekans1 0.252, kontrol grubunda 0.272 olarak
belirlenmistir (Tungdemir vd., 2018). Tiirk toplumunda MS gibi otoimmiin
enflamatuar bir hastalik olan Behget hastaligiyla da rs2910164 G/C SNP’sinin iliskisi
incelenmistir. Oner ve arkadaglarinin gergeklestirdigi calismada hasta grubunda minor
C alelinin frekans1 0.170, kontrol grubunda 0.330 olarak belirlenmistir (Oner vd.,
2015). Yine Tiirk toplumunda Behget hastalariyla gergeklestirilen bir baska ¢alismada
ise C aleli frekans1 hasta grubunda 0.179, kontrol grubunda 0.323 olarak belirlenmistir
(Yenmis vd., 2021b). Bu sonuglara gore rs2910164 SNP’sinin minér C alelinin Tiirk
popiilasyonundaki alel frekansinin 0.170-0.330 arasinda degistigi goriilmektedir
(Cizelge 4.1). Bu tez calismasinda da minér C aleli frekanst RRMS grubunda 0.267,
kontrol grubunda 0.234 olarak belirlenmis ve literatiirdeki diger ¢alismalarin sinirlar
igerisinde oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada elde edilen sonuglar bu SNP’nin
mindr aleli i¢cin belirlen global (0.245) ve Avrupa (0.230) popiilasyonu MAF
degerleriyle de benzerlik gostermektedir (URL-6).

162



4.2.2 MIR155 rs767649 T/A

MIR155 rs767649 SNP’si MIR155 geninin 21:25572410 konumunda promotor
bolgesinde bulunan bir SNP’dir. Bu SNP’nin mindr aleli olan A alelinin gMAF degeri
0.066 iken major alel olan T alelinin global alel frekansi 0.934’tlir. Minor ve major
alelin farkli toplumlarda ve kitalarda alel frekansi degisiklik gostermektedir. Bu
toplumlarda A alelinin en diisik MAF degeri Afrika popiilasyonunda (0.026)
goriilirken en ylksek MAF degeri de Dogu Asya popiilasyonunda (0.330)
goriilmektedir. Afrika Amerika kokenlilerde (0.054), Avrupalilarda (0.064) ve Latin
Amerikalilarda (0.068) ise minor alelin MAF skoru global MAF degerine benzer
diizeyde belirlenmistir (URL-7).

MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin kanser dahil birgok hastalikla iliskisi farkli
toplumlarda ¢alisilmistir (Dezfuli vd., 2020; Kim & Hong, 2023; Li vd., 2023; Li vd.,
2020; Polina vd., 2019) (Cizelge 4.2) Iran popiilasyonunda akciger kanseri olan
hastalarla gerceklestirilen bir ¢alismada rs767649 SNP’sinin TA genotipi ve A aleli
frekans1 akciger kanseri bulunan hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede daha diisiik bulunmustur (Dezfuli vd., 2020). Koreli
hipertansiyon hastalariyla gerceklestirilen bir calismada, rs767649 ve hastalik riski
arasinda bir iligki bulunmamistir (Kim & Hong, 2023). Li ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi bir ¢alismada ise Cin popililasyonunda iskemik inme ile bu SNP
arasinda bir iliski bulunmamistir (Li vd., 2020). Yine Cin popiilasyonunda diyabetik
retinopati hastaligiyla iligkisi incelenmis, progresif ve progresif olmayan diyabetik
retinopati hasta gruplariyla, kontrol grubu arasinda bu SNP’nin genotipleri ve alel
frekansi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (Li vd., 2023).
Polina ve arkadaslarmin Brezilya popiilasyonunda gerceklestirdigi bir ¢alismada ise
Tip 2 diyabet ve kontrol gruplar1 arasinda rs767649 T/A SNP’sinin genotip ve alel
frekanslar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemis olsa da A
alelinin Tip 2 diyabet hastalarinda diyabetik retinopati riskini iki kat arttirdigi
bildirilmistir (Polina vd., 2019b).

MIR155 rs767649 T/A SNP’si ile farkli otoimmiin ve enflamatuar hastaliklarin iliskisi
daha 6nce calisilmistir (Cizelge 4.2). Ornegin, otoimmiin bir rahatsizlik olan Tip 1
diyabet hastaligiyla iliskisine bakildig1 bir calismada Brezilya popiilasyonunda mindr

alel A alelinin Tip 1 diyabet i¢in koruyucu bir etkisinin oldugu raporlanmistir
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(Assmann vd., 2017). Misir popiilasyonunda enflamatuar bir hastalik olan RA
hastaligiyla iliskisinin incelendigi bir ¢calismada ise, RA hastalarinda kontrol grubuna
gore TT genotipinin frekansinin anlamli derecede yiiksek oldugu rapor edilmis, major
T alelinin RA hastalig1 i¢in bir risk faktorii olabilecegi bildirilmistir (Shaker vd.,
2019). Misir popiilasyonunda gerceklestirilen bir bagka ¢alismada ise rs767649 T/A
SNP’sinin TA ve AA genotipinin hastalik riski i¢in koruyucu bir faktér oldugu
goriilmiistiir (Elghouneimy vd., 2023).

MS gibi otoimmiin enflamatuar bir hastalik olan Behget hastaliginda da heterozigot
genotipe sahip hastalarin, hastaligin aktivite durumunun izlenmesi i¢in kullanilan
Behget Hastalig1 Giincel Aktivite Indekslerinin daha yiiksek oldugu ve rs767649 T/A
SNP’sinin Behget hastalig1 riskiyle ve hastaligin progresyonuyla iligkili olabilecegi
bildirilmistir (Abdelaleem & Shaker, 2021). Otoimmiin ve enflamatuar bir baska
hastalik olan SLE hastaligiyla olan iliskisinin incelendigi ¢aligmalara bakildiginda,
Misir popiilasyonunda rs767649 T/A SNP’sinin TT genotipinin ve T alelinin 6zellikle
kadin hastalarda SLE hastalig1 riskini arttirdig1 bildirilmistir (Mohammed vd., 2021).
Yine SLE hastaligiyla olan iligkisinin Cin popiilasyonunda incelendigi bir baska
calismada ise mindr A alelinin SLE hastalig1 i¢in koruyucu bir etkisinin oldugu

gosterilmistir (Wang vd., 2022).

Literatiirde rs767649 T/A SNP’sinin tek basina ve farklt SNP’ler ile bir arada
bulundugu zaman MS’e genetik yatkinlikla iliskili olabilecegi sunulmustur (Ali vd.,
2020; Ali & Mohammed, 2024; Golshani vd., 2018). Misirli MS hastalariyla
gerceklestirilen bir calismada rs767649 SNP’sinin TT genotipi ve T aleli 6zellikle
kadinlarda MS riskini arttirdigi bildirilmistir (Ali vd., 2020). Benzer bir sekilde Irak
popiilasyonunda da TT genotipi ve T aleli MS riskiyle iliskilendirilse de (Ali &
Mohammed, 2024); Iran popiilasyonunda MS hasta ve kontrol gruplari arasinda SNP
genotip ve alel frekanslar1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir
(Golshani vd., 2018). Bu SNP’nin T alelinin, MIR155 genin iiriinii olan, immiin ve
enflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde gorevli miR-155-5p’nin daha yiiksek
seviyede ekspresyonuna sebep olarak hastaliga yatkinlig1 arttirdigr disiiniilmektedir
(Ali & Mohammed, 2024). MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin bu genin {irinii olan
miR-155-5p’nin ekspresyon seviyesi ile iligkisi ve bu miRNA’nin hedefledigi genler
araciliiyla diizenledigi biyolojik siiregler boliim 4.5.1.2°de detaylariyla anlatilmistir.
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Cizelge 4.2: Farkli hastaliklarda ve popiilasyonlarda rs767649 T/A SNP’sinin
A alel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplarinda dagilima.

.. A Alel Frekansi
Hastahk Popiilasyon Hasta | Kontrol P Referans
Akciger Kanseri fran 0.121 0.176 .05 Dezfuli vd., 2020
Hipertansiyon Kore 0.449 0.455 .54 Kim & Hong, 2023
Iskemik Atak Cin 0.674 0.652 27 Livd., 2019
PDR Cin 0.339 0.359 .60 .
NPDR Cin 0383 | 0359 | .30 Livd., 2023
Tip 2 Diyabet Brezilya 0.070 0.060 46 Polina vd., 2019
Tip 1 Diyabet Brezilya 0.450 0.730 .006 Assman vd., 2017
RA Misir 0.392 0.673 <.001 Shaker vd., 2019
RA Misir 0.320 0.129 <.001 Elghouneimy vd., 2023
Behget Misir 0.380 0.450 .16 Abdelaleem & Shaker, 2021
SLE Misir 0.475 0.575 .04 Mohammed vd., 2021
SLE Cin 0.279 0.336 .04 Wang vd., 2022
MS Misir 0.382 0.579 <.001 Ali vd., 2020
MS Irak 0.300 0.626 <.001 Ali & Mohammed, 2024
MS Iran 0.100 0.100 38 Golshani vd., 2018
MS Tiirk 0.136 0.124 42 Bu calisma
PDR: Progresif Diyabetik Retinopati, NPDR: Non-progresif Diyabetik Retinopati, RA: Romatoid Artrit, SLE:
Sistemik Lupus Eritematozus, MS: Multipl Skleroz.

Bu tez calismasinda rs767649 T/A SNP’sinin mindr aleli olan A alelinin frekansi
RRMS grubunda 0.136, kontrol grubunda 0.124 olarak belirlenmistir. Farklh
popiilasyonlarda tip 1 diyabet, SLE, RA ve MS gibi otoimmiin ve ndrodejeneratif
hastaliklarla iligkili ¢ikan SNP’nin genotip ve alel frekanslarinin bu ¢alismada RRMS
ve kontrol gruplari arasinda farkli olmadigi gorilmiistir (Ali vd., 2020; Ali &
Mohammed, 2024; Assmann vd., 2017; Shaker vd., 2019; Mohammed vd., 2021;
Wang vd., 2019) (Cizelge 4.2). Yasa ve cinsiyete gore diizenlenerek yeniden
hesaplanan OR, CI ve P degerlerine gore de gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Analizler farkli genotip modelleri kurularak da gerceklestirilmis;
kodominant, dominant, resesif, overdominant ve log-additive modellerde de RRMS ve
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge
3.8 ve 3.9). Bu tez calismasiyla ilk defa Tiirk poptilasyonunda bu SNP incelenmis ve
MS hastaliginda minér A alelinin frekansi belirlenmistir. Daha 6nce Tiirk toplumunda
MS de dahil olmak iizere baska hastaliklarla da iliskisi ¢alisilmadigr i¢in, bu tez
calismasinda elde edilen minor A alelinin frekans degerinin karsilastirilabilecegi 6rnek

bir ¢calisma bulunmamaktir.
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4.2.3 MIR196A2 rs11614913 C/T

MIR196A2 rs11614913 SNP’si MIR196A2 genin 12:53991815 konumunda bulunan
intronik bir tek niikleotit varyanttir. Bu SNP’nin min6r aleli olan T alelinin gMAF
degeri 0.377 iken major alel olan C alelinin global alel frekansi 0.623’tiir. Minér ve
major alelin farkli toplumlarda ve kitalarda alel frekansi degisiklik gostermektedir. Bu
toplumlarda T alelinin en diisik MAF degeri Afrika (0.173) ve Afrika Amerikal
(0.175) popiilasyonlarda goriiliirken en yiiksek MAF degeri de Asya (0.493) ve Dogu
Asya (0.487) popiilasyonlarinda goriilmektedir. Avrupalilarda (0.394) ve Latin
Amerikalilarda (0.378) ise minor alelin MAF skoru global MAF degerine benzer
diizeyde belirlenmistir (URL-8).

rs11614913 C/T SNP’sinin bir¢ok kalp hastalig1 ve kanser tiiriiyle iligkisi ¢alisiimistir
(Cizelge 4.3). Cin popiilasyonunda gergeklestirilen calismalarda rs11614913 C/T
SNP’sinin genotipleri ve alelleri ile koroner arter hastaligi arasinda bir iligki
bulunmamistir (Xiong vd., 2014; Zhi vd., 2012) ancak yine Cin popiilasyonunda
gerceklestirilen bir calismada T aleli kardiyomiyopati riski ile iligkilendirilmistir
(Zhou vd., 2010). Avrupa popiilasyonunda SNP ile yumurtalik kanseri arasinda bir
iligki bulunmamisken (Lukécs vd., 2019), Pakistan popiilasyonunda gergeklestirilen
bir ¢alismada CT genotipine sahip kadinlarin CC genotipine sahip kadinlara gore daha
yiikksek meme kanseri riski altinda oldugu bildirilmistir (Ahmad & Shah, 2020).
Hepatoseliiler karsinom ile iligkisinin incelendigi bir ¢calismada Cin popiilasyonunda
T alelinin hastalik i¢in koruyucu bir faktér oldugu (Zhang vd., 2013), bir baska
calismada ise CC genotipinin erkek hastalarda hepatoseliiler karsinom riski ile iligkili
oldugu gorilmiistiir (Qi vd., 2010). Toraih ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir
calismada ise rs11614913 C/T SNP’sinin T aleli bir bobrek kanseri tiirii olan renal

hiicreli karsinom riski ile iligkili bulunmustur (Toraih vd., 2016).

MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin otoimmiin ve enflamatuar bir¢ok hastalikla
olan iliskisi farkli toplumlarda ¢alisiimistir (Aleman-Avila vd., 2017; Huang vd.,
2013; Qi vd., 2013; Toraih vd., 2016; Yenmis vd., 2021) (Cizelge 4.3). Literatiire
bakildiginda, Cin popiilasyonunda otoimmiin bir hastalik olan vitiligo hastalarryla
gergeklestirilen bir calismada rs11614913 SNP’sinin CC genotipi hastalik riskinin
azalmasiyla iligskilendirilmistir (Huang vd., 2013). Bu SNP’nin farkli toplumlarda
goriilme sikhigr degisiklik gosterdigi gibi hastaliklarla olan iligkileri de farklilik
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gostermektedir. Ornegin, Meksika popiilasyonunda SLE hastalig1 i¢in bir risk faktorii
olmadig1 one siiriiliirken, Misir popiilasyonunda farkli SNP’ler ile bir aradayken RA
hastaligina genetik yatkinlik ile iliskilendirilmistir (Aleman-Avila vd., 2017; Toraih
vd., 2016). Ancak Pakistan popiilasyonunda RA riski ile iliskili bulunmamistir (Ali
vd., 2023). Benzer sekilde, Cin popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada T aleli ve TT
genotipi Behget hastaligr ile iliskili bulunurken, Tiirk toplumunda yapilan bagka bir
calismada bu SNP Behget hastaligi ile iliskilendirilmemistir (Qi vd., 2013; Yenmis
vd., 2021). Polimorfik T alelinin MIR196A2 genin iiriinii olan miR-196a-5p
ekspresyon seviyesinde degisiklige sebep olup proenflamatuar sitokinlerin {iretimini
diizenleyerek  enflamatuar hastaliklarin  patogeneziyle iliskili  olabilecegi
vurgulanmigtir (Hoffman vd., 2009; Qi vd., 2013). MIR196A2 rs11614913 C/T
SNP’sinin bu genin iiriinii olan miR-196a-5p’nin rolatif ekspresyon seviyeleri ile
iligkisi ve miR-196a-5p’nin hedefledigi genler ve gorev aldigi biyolojik siirecler
boliim 4.5.1.3°te detayli bir sekilde anlatilmigtir.

Cizelge 4.3: Farkli hastaliklarda ve popiilasyonlarda rs11614913 C/T
SNP’sinin T alel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplarinda dagilimi.

v T Alel Frekansi
Hastahk Popiilasyon Hasta Kontrol ® Referans
KDH Cin 0.527 0.514 .67 Xiong vd., 2014
KDH Cin 0.574 0.594 10 Zhivd., 2011
Kardiyomiyopati Cin 0.672 0.348 <.001 Zhou vd., 2010
Yumurtalik Kanseri Avrupa 0.327 0.407 .15 Lukacs vd., 2019
Meme Kanseri Pakistan 0.320 0.233 .002 Ahmad vd., 2020
HCC Cin 0.540 0.582 .02 Zhang vd., 2013
HCC Cin 0.525 0.513 49 Qi vd., 2010
RCC Misir 0.408 0.290 .02 Toraih vd., 2016
Vitiligo Cin 0.544 0.526 31 Huang vd., 2013
RA Misir 0.237 0.275 37 Toraih vd., 2016
RA Pakistan 0.423 0.435 72 Ali vd., 2023
RA Meksika 0.397 0.389 .73 -
SLE Meksika | 0.384 | 0389 | .83 | ‘\eman-Aviliavd, 2017
Behget Cin 0.611 0.520 <.001 .
Behcet Cin 0619 | 0557 | .001 Qivd., 2013
Behget Tiirk 0.370 0.377 .85 Yenmis vd., 2020
MS Iran 0.390 0.370 .70 Golshani vd., 2018
HCC Tiirk 0.351 0.451 .006 Akkiz vd., 2011
Multipl Miyelom Tiirk 0.378 0.395 .66 Kirik vd., 2020
Ankilozan Spondilit Tiirk 0.474 0.392 .02 Pehlivan vd., 2020
Pex Ture | 007 | osz | g | Con Demidoen vd. 2023
MS Tiirk 0.424 0.366 .018 Bu ¢aligma
KDH: Koroner Damar Hastaligi, HCC: Hepatoseliiler Karsinom, RCC: Renal Hiicre Karsinomu, RA: Romatoid
Artrit, SLE: Sistemik Lupus Eritematozus, MS: Multipl Skleroz, PEG: Psodoeksfoliyatif Glokom, PEX:
Psddoeksfoliyatif Sendrom.

167



MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin MS ile olan iliskisi farkli popiilasyonlarinda
calisilmis MS’e yatkinlik ve EDSS skorlartyla iligkili bulunmamistir (Golshani vd.,
2018; Kiselev vd., 2015). SNP’lerin hastaliklarla olan iligkisi etnik kdkenin, cinsiyetin
ve cografi etmenlerin katkisiyla degisiklik gosterebilmektedir. Her ne kadar farkli
toplumlarda ¢alisilmis olsa da bu SNP’nin MS hastaligiyla olan iligkisi daha 6nce Tiirk
toplumunda ¢alistimamistir. Bu tez ¢alismasinda rs11614913 C/T SNP’sinin mindr
aleli olan T alelinin frekanst RRMS grubunda 0.424, kontrol grubunda 0.336 olarak
belirlenmistir. T alelinin RRMS ile 1.27 kat iliskili oldugu gortilmistiir (P=.018). EK
olarak dominant modele gére de TT+CT genotipinin CC genotipine kiyasla RRMS ile
1.51 kat iliskili oldugu belirlenmistir (P=.005) (Cizelge 3.11). OR ve P degerleri yasa
ve cinsiyete gore diizenlenerek yeniden hesaplandiginda dominant modele gore de
TT+CT genotipinin RRMS riskiyle 1.51 kat iligkili oldugu goriilmektedir (P=.005)
(Cizelge 3.12). Bu sonuglara gore rs11614913 C/T SNP’sinin T aleli Tiirk toplumunda
RRMS riskiyle istatistiksel olarak anlamli diizeyde iliskili bulunmustur (P=.018).

MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’si Tiirk toplumunda MS hastalifinda daha once hig
calisilmamis olsa da farkli hastaliklarda genetik risk faktorii olma durumu
degerlendirilmistir. Hepatoselliiler karsinomu bulunan hastalarla gerceklestirilen bir
calismada hasta grubunda minér T alel frekansi 0.351, kontrol grubunda 0.451 olarak
(Akkiz vd., 2011); multipl miyelom hastalariyla gerceklestirilen bir baska calismada
ise hasta grubunda mindr T alel frekansi 0.378, kontrol grubunda 0.395 olarak
belirlenmistir (Kirik vd., 2020). Ankilozan spondilit hastalariyla gergeklestirilen bir
calismada ise minor T alelinin frekansi hasta grubunda 0.474, kontrol grubunda 0.392
olarak belirlenmistir (Pehlivan vd., 2020). Tiirk popiilasyonunda yapilan bir diger
calismada ise mindr T alelinin frekansi kontrol grubunda 0.392, psddoeksfoliyatif
glokom (PEG) hasta grubunda 0.387 ve PEX hasta grubunda 0.397 olarak
belirlenmistir (Can Demirdégen vd., 2023). Tirk toplumunda MS gibi otoimmdiin
enflamatuar bir hastalik olan Behget hastaligiyla dars11614913 C/T SNP’sinin iligkisi
incelenmistir. Yenmis ve arkadaslarinin gerceklestirdigi ¢alismada hasta grubunda
mindr T alelinin frekansi 0.370, kontrol grubunda 0.377 olarak belirlenmistir (Yenmis
vd., 2021b). Bu sonuglara gore rs11614913 SNP’sinin minér T alelinin Tirk
popiilasyonundaki alel frekansinin 0.351-0.474 arasinda degistigi goriilmektedir
(Cizelge 4.3). Bu tez calismasinda da mindr T aleli frekanst RRMS grubunda 0.424,
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kontrol grubunda 0.366 olarak belirlenmis ve literatiirdeki diger ¢alismalarin sinirlar
icerisinde oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada elde edilen sonuglar bu SNP’nin
mindr aleli i¢in belirlen global (0.377) ve Avrupa (0.394) popiilasyonu MAF
degerleriyle de benzerlik gostermektedir (URL-8).

4.2.4 miRNA SNP’lerinin kombinasyonlari

Bu tez ¢alismasinda incelenen {i¢ farkli miRNA SNP’si olan rs2910164 G/C, rs767649
T/A ve rs11614913 C/T SNP’lerinin ikili ve {i¢lii kombinasyonlar ile gergeklestirilen
analizlerde GGTT (P=.007) ve GGCC (P=.008) ikili kombinasyonlarina sahip bireyler
kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla; TACT (P<.001) ikili
kombinasyonuna ve GGTACT (P=.003) Giglii kombinasyonuna sahip bireyler RRMS
grubunda anlamli derecede daha fazla olarak bulunmustur (Cizelge 3.13). Bu sonuglar
farkli miRNA SNP varyantlarinin bir aradayken hastalik riskiyle veya hastaliga kars1
koruyucu bir rol ile iligkili olabilecegini gostermektedir. Ayrica bu miRNA SNP
varyantlarinin MS hastalik riski ile iligkisi de ilk kez bu tez kapsaminda ¢alisilmistir.

4.3 miRNA SNP’leri ile RRMS Hastalarinin Klinik Bulgularinin Arasindaki

Iliskilerin incelenmesi

Grup-1 popiilasyonunda bulunan 400 RRMS hastasinin klinik bilgileri ile miRNA
SNP’lerinin arasindaki iliskiler analiz edilmistir. Bu baglamda 400 RRMS hastasinin
hastalik siiresi, EDSS skorlari, MSSS degerleri, tedavi siireleri, alinan tedavi tiirleri,
serum 25-(OH) Dsg, total kolesterol, trigliserit, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol,
VLDL-kolesterol diizeyleri ve sigara icme durumlar1 ile MIR146A rs2910164 G/C,
MIR155 rs767649 T/A ve MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’leri arasindaki iligkiler
incelenmistir. Bu analizlerde farkli genotip modelleri (kodominant, resesif ve
dominant) kullanildigindan dolay1 ¢oklu testler i¢in diizeltme uygulanmisg, anlamlilik
siirt kullanilan genotip modeli sayisina boliinmiis ve .05/3=.0167 olarak yeniden

hesaplanmastir.

4.3.1 MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin etkileri

Tiirk toplumunda MS hastaliiyla iligkisi ilk defa ¢alisilan bu SNP’nin genotiplerine

gore olusturulan gruplar arasinda klinik bulgular karsilastirildiginda GG, GC ve CC

genotipine sahip RRMS hastalar1 arasinda hastalik siiresi, EDSS skorlari, MSSS
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degerleri ve tedavi siireleri bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir (Cizelge 3.14).
Zhou ve arkadaslariin gergeklestirdigi boylamsal bir ¢alismada ilk demiyelinizan
ataktan sonra takibe alinana Misirli hastalarda GC veya CC genotipine sahip olmak
kesin MS tanisi alma riskiyle iliskilendirilse de takip eden yillarda MS hastalarinin
EDSS skorlarinin yillik degisimi SNP genotipleri arasinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gortilmemistir (Zhou vd., 2018). Koroner damar
hastaliginda GG genotipine ve gebelik zehirlenmesi hastaliginda GC veya CC
genotipine sahip bireylerde serum total kolesterol, trigliserit ve LDL-kolesterol
diizeylerinin yiiksek; HDL-kolesterol diizeylerinin diisiik oldugu gdsterilmis olsa da
bu ¢alismada rs2910164 SNP’sinin GG, GC ve CC genotipine sahip RRMS hastalari
arasinda serum lipit parametreleri diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamustir (Abo-Elmatty vd., 2019; Ali vd., 2023). MS i¢in gevresel risk
faktorlerinden olan sigara kullanimi ve serum 25-(OH) D3 diizeyleriyle de SNP

arasinda anlamli bir iligkili bulunmamaistir (Cizelge 3.14).

4.3.2 MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin etkileri

Tiirk toplumunda MS hastaligiyla iliskisi ilk defa bu tez c¢alismasinda incelenen
rs767649 T/A SNP’sinin, farkli toplumlarda da MS ile iliskisinin incelendigi sinirl
sayida caligma bulunmaktadir. Bu yiizden bu tez calismasinda SNP’nin genotiplerine
gore olusturulan gruplarin klinik bulgularmin ve gruplar arasi karsilagtirma
sonuglarinin kiyaslanacagi Ornek bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu SNP’nin
genotiplerine  gore olusturulan gruplardaki klinik  bulgularin  dagilimlar
karsilastirildiginda hastalik siiresi, EDSS skorlar1 ve MSSS degerleri bakimindan TT,
TA ve AA genotipine sahip RRMS hastalar1 arasinda anlaml bir fark bulunmasa da
dominant modelde TT genotipine sahip bireylerin TA veya AA genotipine sahip
bireylere gére daha uzun siiredir tedavi almakta oldugu goriilmiistiir (P=.011) (Cizelge
3.15). Hipertansiyon hastalarinda gerceklestirilen bir ¢alismada rs767649 T/A SNP’si
ile serum trigliserit ve HDL-kolesterol diizeyleri arasinda bir iliski goriilmedigi gibi
bu calismada da TT, TA ve AA genotipine sahip MS hastalar1 arasinda serum lipit
parametreleri diizeyleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (Kim & Hong, 2023). MS igin ¢evresel risk faktorlerinden olan sigara
kullanim1 ve serum 25-(OH) Ds diizeyleriyle de SNP arasinda anlamli bir iligkili
bulunmamastir (Cizelge 3.15).
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4.3.3 MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin etkileri

Bu tez ¢aligmasinda incelenen diger miRNA SNP’leri gibi rs11614913 C/T SNP’sinin
de Tiirk toplumunda MS hastaligiyla iliskisi ilk defa c¢alisilmistir. Kiselev ve
arkadaslarinin Rus popiilasyonunda gegeklestirdigi bir ¢alismada MIR499A rs3746444
C/T SNP’sinin C aleli ile MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin C aleline birlikte
sahip olan kadin hastalarin daha yiiksek MSSS degerlerine sahip oldugu goriilse de
(Kiselev vd., 2015) bu tez ¢alismasinda SNP’nin genotiplerine gore olusturulan
gruplar arasinda klinik bulgular karsilastirildiginda CC, CT ve TT genotipine sahip
RRMS hastalar1 arasinda hastalik siiresi, EDSS skorlari, MSSS degerleri ve tedavi
stireleri bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir (Cizelge 3.16). CC, CT ve TT
genotipine sahip MS hastalar1 arasinda serum lipit parametreleri diizeyleri
karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir. MS icin
cevresel risk faktorlerinden olan sigara kullanimi ve serum 25-(OH) D3 diizeyleriyle

de SNP arasinda anlaml bir iligkili bulunmamistir (Cizelge 3.16).

4.4 MS Riski, Engellilik Diizeyleri ve MS Progresyonu ile iliskili Parametreler

Bu tez calismasinda incelenen MIR146A rs2910164, MIR155 rs767649 ve MIR196A2
rs11614913 SNP’lerinin genotiplerinin ve farkli genotip modellerinin MS hastalik
riskiyle iliskilert RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda, bu genotiplerin ve farkli genotip
modellerinin klinik parametrelerle bir aradayken orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ve
hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskileri ise RRMS grubunda ikili lojistik

regresyon analizleri ile incelenmistir.

4.4.1 MS hastalik riski ile iliskili parametreler

MS hastalik riski ile iligkili parametrelerin analizinde SNP’ler kodominant, resesif ve
dominant model olarak ayr1 ayr1 incelenmistir. Bu ikili lojistik regresyon analizlerinde
rs11614913 CT genotipi hastalik riskiyle 1.52 kat iliskili bulunmustur (P=.008)
(Cizelge 3.18). Bu SNP’nin Tiirk toplumunda MS hastaligindaki roliine dair 6rnek bir
calisma bulunamamakla birlikte Iran popiilasyonunda gerceklestirilen bir calismada
MS ile iligkili bulunmamistir (Golshani vd., 2018). MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’si
pre-miR-196a2’nin 3’ UTR bdlgesinde bulundugu i¢in birincil ve nciil miRNA’larin

olgun formuna islenmesini olumsuz yonde etkilemektedir. Polimorfik T alelinin
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MIR196A2 genin iiriinii olan miR-196a-5p ekspresyon seviyesinde degisiklige sebep
olup proenflamatuar sitokinlerin iiretimini diizenleyerek enflamatuar hastaliklarin
patogeneziyle iligkili olabilecegi vurgulanmistir (Hoffman vd., 2009; Qi vd., 2013).
SNP’nin enflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde rolii oldugu bilinen ve kendi {iriinii
olan miR-196a-5p ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkileri sebebiyle MS hastaliginin
patogeneziyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. T alelinin MS riskiyle iligkisinin
aciklanmasi ve altinda yatan molekiiler mekanizmanin anlasilmasi ig¢in bu genin
trlinliniin ve hedefledigi genlerin birlikte calisildigi daha kapsamli fonksiyonel

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

4.4.2 Engellilik diizeyleri ile iliskili parametreler

Orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili parametrelerin analizinde SNP’ler
kodominant, resesif ve dominant model olarak ayr1 ayr1 incelenmistir. Bu ikili lojistik
regresyon analizlerinde kodominant, resesif ve dominant modellerde orta diizey EDSS
riski (EDSS>3) ile hastalik siiresinin 1.23 kat; tedavi siiresinin de 1.24 kat iliskili
oldugu bulunmustur (Hastalik siiresi: P<.001, Tedavi siiresi: P<.001) (Cizelge 3.19).
EDSS skorlar1 ve hastalik siiresinin iligkisi literatiirde ¢esitli ¢alismalarda
incelenmistir (Alsaedi vd., 2022; Ligouri vd., 2000; Limmroth vd., 2007). Bes yildan
daha az stiredir tanili MS hastas1 olmak, daha diisiik EDSS skorlarina sahip olmakla
2.94 kat iligkili bulunurken, daha uzun hastalik siiresine sahip RRMS hastalarinin
EDSS skorlarinin, daha kisa hastalik siiresine sahip hastalara gére daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Alsaedi vd., 2022; Limmroth vd., 2007). Liguori ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi bir baska calismada da hastalik siiresinin artmasiyla birlikte MS’e
bagli klinik engelliligin ilerledigi gosterilmistir (Ligouri vd., 2000). Bu tez
calismasinda da elde edilen sonuglar literatiirdeki sonuglarla benzerlik gdstermektedir.
Yeni semptomlarin ortaya c¢iktigi veya mevcut semptomlarin kotiilestigi atak
donemlerinin genellikle birkag giin ile birkag¢ hafta slirdiigii ve iyilesme donemlerinde
kismi veya tama yakin diizelmelerin goriildiigi RRMS klinik alt tipinde hastalik
stiresinin ve buna bagli olarak uzayan tedavi siirelerinin hastalarda biriken engellilik

diizeyleriyle olan iligkisi hastaligin ilerleyici dogasindan kaynaklanmaktadir.

Orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili oldugu belirlenen bir diger parametre de
VLDL-kolesteroldiir. VLDL-kolesterol, hastalik siiresiyle (OR=2.13, P=.03) ve tedavi

172



stiresiyle (OR=2.40, P=.01) birlikteyken orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili
bulunmustur (Cizelge 3.19). Literatiirdeki sonuglar incelendiginde, bu tez
caligmasinda elde edilen sonuglara benzer olarak MS hastalarinda yliksek serum
VLDL-kolesterol diizeylerinin, daha yiliksek EDSS skorlariyla iliskilendirildigi
caligmalar oldugu goriilmektedir (Gafson vd., 2018; Pineda-Torra vd., 2021).
Literatiirdeki dikkat c¢ekici bir diger sonu¢ da serum VLDL-kolesterol diizeylerinin
yuksek engellik diizeyleri ile pozitif bir korelasyona sahip oldugunun gosterilmesidir
(Lorincz vd., 2022; Weinstock-Guttman vd., 2011). Benzer sckilde bu tez
calismasinda, RRMS grubunda EDSS skorlariyla serum lipit parametreleri arasinda
gerceklestirilen korelasyon analizlerinde de serum VLDL-kolesterol diizeylerinin
EDSS skorlar1 ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur (p=.248, P<.001)
(Cizelge 3.17). Literatiirdeki benzer sonuclarla desteklenen bu tez caligmasinin
sonuglarina gore artan EDSS skorlariyla korelasyon gosteren VLDL-Kolesterol
seviyesinin orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili bulunmasi tutarlilik

gostermektedir.

4.4.3 MS hastalik progresyonu ile iliskili parametreler

Hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskili parametrelerin analizinde SNP’ler
kodominant, resesif ve dominant model olarak ayr1 ayr1 incelenmistir. Bu ikili lojistik
regresyon analizlerinde VLDL-kolesterol kodominant (OR=2.51, P=.002) ve
dominant (OR=2.50, P=.002) modellerde hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile
iliskili bulunmustur (Cizelge 3.20). Literatiirde VLDL-kolesterol diizeylerinin MS
progresyonuyla iliskisinin incelendigi sinirli sayida ¢alisma olmasina ragmen, daha
once anlatildig tizere, VLDL-kolesteroliin MS hastalarindaki yiiksek serum diizeyleri
MS’e bagli olarak biriken ve ilerleyen engellilik durumu ile iligkilendirilmistir (Gafson
vd., 2018; Pineda-Torra vd., 2021). Serum VLDL-kolesterol diizeylerinin yiiksek
MSSS degerleri ile pozitif bir korelasyona sahip oldugunun gosterilmesi de kolesterol
degisimlerinin MS i¢in dogrudan bir risk faktérii olmadigini fakat hastaligin
progresyonuyla ve engelliligin ilerlemesiyle iligkili olabilecegini diigiindiirtmektedir
(Lorincz vd., 2022; Weinstock-Guttman vd., 2011). Benzer sekilde bu tez
calismasinda, RRMS grubunda MSSS degerleriyle serum lipit parametreleri arasinda
gergeklestirilen korelasyon analizlerinde serum VLDL-kolesterol diizeylerinin MSSS

degerleri ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur (p=.185, P<.001) (Cizelge
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3.17). Literatiirdeki sonuglarla uyumlu olan bu tez ¢aligmasinin sonuglarina gore, artan
MSSS degerleriyle korelasyon gosteren VLDL-kolesterol seviyesinin hizli MS
progresyon riski (MSSS>5) ile iligkili bulunmas tutarlilik gostermektedir.

Hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskili bulunan bir diger parametre de
trigliserittir. Serum trigliserit diizeyleri hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile 1.18
kat iligkili bulunmustur (P=.04) (Cizelge 3.20). Literatiirdeki ¢alismalarda da daha
yuksek trigliserit seviyelerinin MS hastalarinda daha yiiksek MSSS degerleriyle
iligkilendirildigi goriilmektedir (Sena vd., 2019; Tettey vd., 2014, 2017). Baz
caligmalarda ise serum trigliserit diizeylerinin yliksek MSSS degerleri ile pozitif bir
korelasyona sahip oldugu gosterilmistir (Lorincz vd., 2022; Weinstock-Guttman vd.,
2011). Benzer sekilde bu tez caligmasinda, RRMS grubunda MSSS degerleriyle serum
lipit parametreleri arasinda gergeklestirilen korelasyon analizlerinde de serum
trigliserit diizeylerinin MSSS degerleri ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur
(p=.146, P=.004) (Cizelge 3.17). Literatiirdeki sonuglarla benzerlik gosteren bu tez
caligmasinin sonuglarinda da artan MSSS degerleriyle korelasyon gosteren trigliserit
seviyesinin hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskili bulunmasi tutarlilik

gostermektedir.

Hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iligkili parametrelerin incelenmesi ig¢in
gerceklestirilen ikili regresyon analizlerinde rs2910164 SNP’sinin GC veya CC
genotipine sahip olma durumu farkli modellerde hizli MS progresyon riski ile iligkili
bulunmustur (Model 5: OR=1.83, P=:047; Model 6: OR=1.19, P=.049) (Cizelge 3.20).
Literatiir sonuglar1 incelendiginde MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin GC veya CC
genotipinin proenflamatuar sitokinlerin salimimini etkileyerek kadinlarda MS
progresyonuna katkida bulundugu gdsterilmistir. SNP’nin GC veya CC genotipine
sahip bireylerde TNF-a, IL-1p ve IFN-y gibi proenflamatuar sitokinlerin ekspresyon
seviyelerinin GG genotipine sahip RRMS hastalarina gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek olmasi, MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin GC ve CC genotipinin
RRMS hastalarinda daha giiglii enflamatuar yanitlar olusmasina ve hastaligin daha
siddetli bir progresyon gostermesine katkida bulundugu bildirilmistir (Li vd., 2015).
Bu tez kapsaminda calisilan bu SNP’nin farkli genetik ve ikili lojistik regresyon
modellerinde hizli MS progresyonu riski (MSSS>5) ile iligkili bulunmasi, literatiirde

bulunan sonuglarla desteklenmektedir.
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45 miRNA Seviyelerinin RRMS ile iliskileri

45.1 Plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleriyle RRMS arasindaki iliskiler

Tikiirik, periton sivisi, BOS, idrar, anne siitli, gozyas1 ve serum/plazma gibi bir¢ok
viicut sivisinda bulunabilen ve hiicre dis1 dolasimda da oldukga kararli kalabilen
miRNA’lar, hedefledikleri genler, proteinler ve biyolojik sinyal yolaklari ile hiicresel
gelisim ve farklilagma, metabolizma, go¢ ve apoptoz gibi birgok biyolojik siirece dahil
olabilmektedir (Kim vd., 2009). Bu kadar genis bir yelpazede etki mekanizmasina
sahip bu RNA ailesinin farkli hastaliklarda tanisal, prognostik ve terapotik biyobelirteg
olma potansiyelleri ¢alisilmaktadir (Kacperska vd., 2016). Karmasik bir etiyolojiye
sahip MS hastaliginin da tam1 ve takibinde gilivenilir, hizli ve kolay erisilebilir
biyobelirteglere olan ihtiya¢ devam etmektedir. Dolasimdaki miRNA’larin MS ile
iligkilerinin aragtirllmasinin, MS’in patogenezinin anlasilmasina, yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine ve tedavi yanitlarinin pratik bir sekilde klinikte takip
edilmesine yardimci olacag diisiiniilmektedir (Fenoglio vd., 2012). Hasta ve kontrol
gruplarinin serum/plazma numunelerinden gerceklestirilen ¢alismalarda RRMS ile

iligkili bulunmus olan miRNA’lar Cizelge 4.4 ’te sunulmustur.

Literatiire bakildiginda bugiline kadar dolasimdaki birgok miRNA’nin MS ile
iliskisinin calisildig1 goriilmektedir. MSS’de biriken demiyelinizasyonu takiben
gelisen norodejenerasyonla karakterize olan MS hastaliginda, tedavi almayan MS
hastalariin serum miRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
miR-145-5p’nin ekspresyon seviyesinin MS hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli
derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (P<.001) (Sendergaard vd., 2013). Yiiksek
seviyede ifade edilen miR-145-5p’nin Nurrl (nuclear receptor related 1 protein —
Nurrl) ekspresyonunu baskiladigi ve buna bagli olarak TNF-a ile iligkili néron
hasarina yol agtig1 bilinmektedir (Xie vd., 2017). Bir baska caligmada aksonal hasarla
iliskili olan miR-30b-5p (P<.05) ve miR-342-3p’nin (P<.05) plazma ekspresyon
seviyelerinin hasta grubunda kontrol grubundan daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(Ebrahimkhani vd., 2017). Plazma miR-145-5p, miR-30b-5p ve miR-342-3p
ekspresyon seviyelerinin MS hastalarinda kontrollere gore daha yiiksek seviyede
olmasi, bu miRNA’larin hastalifin patogenezini dolayli yoldan etkiledigini

gostermektedir.
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Mancuso ve arkadaslarinin gercgeklestirdigi calismada ndron biiyiimesi, MSS’nin
onarimi ve remiyelinizasyonda rol oynayan NCAM (neural cell adhesion molecule —
NCAM) proteinini hedefleyen miR-572-5p’nin dolasimdaki ekspresyon seviyesinin
RRMS hastalarinda kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu gosterilmistir (P=.003)
(Mancuso vd., 2015). Ek olarak RRMS hastalarinin atak donemlerinde serum miR-
572-5p’nin ekspresyon seviyesinin artmast da bu miRNA’nin hastaligin farkli
donemlerinde NCAM aracili noral rejenerasyonu diizenledigini diistindlirtmektedir

(Mancuso vd., 2015).

Cizelge 4.4 Serum/plazma numunelerinde RRMS ile iliskili miRNA’lar.

Gruplar Numune mMiRNA Sonug Referans
RRMS vs. Kontrol Plazma miR-145-5p 1 Sondergraad vd., 2013
miR-15b-5p, miR-30b- . ’
RRMS vs. Kontrol Serum 5p, MiR-342-3p 1 Ebrahimkhani vd., 2017
RRMS vs. Kontrol Serum miR-572-5p ! Mancuso vd., 2015
RRMS vs. Kontrol serum | MR-1S m2|53;23a, migs ! Fenoglio vd., 2013
miR-34a, miR-125a i
RRMS vs. Kontrol Plazma Guliani vd., 2021
miR-146a !
SPMS vs. RRMS Serum miR-128-5p 1 Zanoni vd., 2020
miR-22-5p, miR-30e-
RRMS vs. Kontrol Plazma 5p, miR-140-3p, miR- 1
210-5p, miR-500-5p Gandhi vd.. 2013
mMiR-574-3p Ve
miR-92a-1, miR-135a-
SPMS vs. RRMS Plazma 5p, MiR-454-5p i
miR-23a-3p 1
RRMS vs. Kontrol Serum
miR-326 1 Al-Temaimi vd., 2024
SPMS vs. RRMS Serum miR-150-5p l
miR-326-5p 1
RRMS vs. Kontrol Serum Niwald vd., 2017
miR-155-5p l
RRMS vs. Kontrol Serum miR-484 1 Regev vd., 2018
RRMS vs. Kontrol Serum miR-191-5p, miR-24-3p 0 Vistbakka vd., 2018
miR-20-5p 1
RRMS vs. Kontrol Plazma Balkan & Bilge, 2021

miR-26-5p, miR-155-5p !

1: miRNA rolatif ekspresyon seviyesi artmistir. |: miRNA rolatif ekspresyon seviyesi azalmistir.
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Fenoglio ve arkadaslarinin gergeklestirdigi calismada ise miR-15b-5p (P<.001), miR-
23a-5p (P<.001) ve miR-233-3p’nin (P<.001) dolagimdaki ekspresyon seviyelerinin
RRMS hastalarinda kontrol grubuna goére diisiikk oldugu goriilmiistiir (Fenoglio vd.,
2016). Oligodendrosit farklilasmasinda gorev alan miR-23a-5p’nin aktif ve kronik MS
lezyonlarinda ifade edildigi bilinmektedir. Ayrica hem miR-23a-5p’nin hem de miR-
15b-5p’nin demiyelinizasyonda ve remiyelinizasyonda rol oynayan FGF2 (fibroblast
growth factor-2 — FGF2) genini hedefledigi bilinmektedir. Yine bu ¢alismada RRMS
hastalarinda serum ekspresyon seviyesi diisiik olan miR-233-3p de STAT5A (signal
transducer and activator of transcription 5A — STAT5A) ve HSP90 (heat shock protein
90 — HSP90) gibi MS progresyonunda gorev alan enflamatuar diizenleyicileri
hedefledigi bilinmektedir (Ebrahimkhani vd., 2017). miR-23a-5p’nin ve miR-15b-
Sp’nin ekspresyon seviyelerindeki azalma, FGF2 genin ekspresyonun ve hastalik
aktivitesinin artmasi; miR-233-3p’nin serum ekspresyon seviyesindeki azalma da
enflamatuar yanitlarin diizenlenmesi sebebiyle MS hastaligiyla iligkilendirilmistir

(Ebrahimkhani vd., 2017; Fenoglio vd., 2016).

Enflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde rolii olan miRNA’lardan olan miR-34a-5p
(P<.001) ve miR-125a-5p’nin (P=.03) plazma ekspresyon seviyelerinin RRMS
hastalarinda kontrollere gore daha yiiksek oldugu ancak yine enflamasyonla iligkili
oldugu bilinen miR-146a-5p’nin dolasgimdaki ekspresyon seviyesinin kontrollere gore
RRMS hastalarinda daha diisiik oldugu gosterilmistir (P=.04) (Giuliani vd., 2021).
miR-125a-5p’nin KBB’nin biitlinliigiinii koruyarak proenflamatuar sitokinlerin beyin
endotel hiicreleri tarafindan salinmasini Onleyerek noéroenflamasyonu azalttig
gosterilmistir (Reijerkerk vd., 2013). Artan miR-146a-5p seviyelerinin IL-1, IL-6, IL-
8 ve TNF-a gibi proenflamatuar sitokinlerin seviyelerini azaltarak enflamasyonu
diistirebilecegi goriilmistiir (Saba vd., 2014). Ayni ¢alismada dimetil fumarat tedavisi
alan RRMS hastalarinda tedaviye baglandiktan 4 ay sonra dolasimdaki miR-125a-5p
ve miR-146a-5p ekspresyon seviyesinin azaldigi gosterilmistir (Giuliani vd., 2021).
Bir bagka c¢aligmada ise IL-4 inhibisyonu yoluyla proenflamatuar yanitin
desteklenmesinde etkili olan miR-128-5p’nin plazma rélatif ekspresyon seviyesinin
RRMS hastalarinda SPMS hastalarina gore daha yiiksek oldugu goriilmistiir (P=.04)
(Zanoni vd., 2020). Bu sonuglar, dolasimdaki miRNA’larin MS’in klinik alt tiplerinin

ayiriminda ve tedavi yanitinin degerlendirilmesindeki potansiyellerini gostermektedir.
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Cizelge 4.5: RRMS hastalarinda serum veya plazmada ekspresyon seviyesi degisen miRNA’larin MS’te muhtemel biyolojik islevleri.

. Hedefleri .
miRNA (Gen-Yolak) Etkisi Referanslar

MiR-145-5p Nurrl Nurrl (nuclear reggptgf rejated 1 protein — Nurrl) ekspresyonunu baskilar ve buna bagh Xie vd., 2017
olarak TNF-q ile iligkili néron hasarina yol agar.

miR-30b-5p SEMA3A ?EMASA (S(j:‘.maphorl.n 3A — SEMAB3A) ifadesini diizenleyerek Norotrofin/Trk yolagi Ebrahimkhani vd., 2017
iizerinden ndronal rejenerasyonu destekler.

MiR-572-5p NCAM Noror} biiyiimesi, MSS’nin onarimi ve r_emlyehnlzasyonda rol oynayan NCAM (neural cell Mancuso vd., 2015
adhesion molecule — NCAM) proteinini hedefler.

miR-15b-5p FGE2 Demlyelml_za_syonda ve remiyelinizasyonda rol oynayan FGF2 (fibroblast growth factor-2 — Fenoglio vd., 2013
FGF2) genini hedefler.

miR-23a-5p FGE2 Kronik ve aktif MS lezyonlarinda ifade edilmektedir. Ayrica néron ve oligodentrositlerin Fenoglio vd., 2013
farklilagmasinda rol alir.
STAT5A (signal transducer and activator of transcription 5A — STAT5A) ve HSP90 (heat

miR-233-3p | STAT5A, HSP90 | shock protein 90 — HSP90) gibi MS progresyonunda gorev alan enflamatuar diizenleyicileri Fenoglio vd., 2013
hedefler.

miR-125a-5p EDN1 EDNL1 (endothelin-1 — ET1) genini hedefleyerek KBB nin biitiinligiinii korumada gorev alir. Reijerkerk vd., 2017

miR-146a-5p TLR/NF-<B IL-1, IL-6, IL-8 ve TI\_II_:-OL gibi proenflamatuar sitokinlerin seviyelerini diizenleyerek Saba vd. 2014
enflamasyonu azaltabilir.

miR-128-5p IL4 IL4 inhibisyonu yoluyla proenflamatuar yanit1 destekler. Zanoni vd., 2020

MiR-22-5p BTG1 B hucrelepnln ¢ogalmasini ve kor_ltr_olsuz gelisimini baskilamakta gorevli BTG1 (B-cell Gandhi vd., 2013

translocation gene 1 — BTG1) genini hedefler.
MAPKS (mitogen-activated protein kinase 8 — MAPK8) ve PIK3R2 (phosphoinositide-3-

miR-30e-5p | MAPKS8, PIK3R2 | kinase regulatory subunit 2 — PIK3R2) genlerini hedefleyerek immiin sistem hiicreleri arasi Gandhi vd., 2013
iletisimi diizenler.

miR-140-3p NF-«B NF-kB’nin TNF-a aracili aktivasyonunu diizenler. Gandhi vd., 2013

MiR-210-5p STAT3 STATS3 (signal transducer and activator of transcription 3 — STAT3) yolaginin TGF-f aracili Gandhi vd., 2013

aktivasyonunu saglar.
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Cizelge 4.5 (devam): RRMS hastalarinda serum veya plazmada ekspresyon seviyesi degisen miRNA’larin MS’te muhtemel biyolojik

islevleri.
. Hedefleri -
miRNA (Gen-Yolak) Etkisi Referanslar
miR-500-5p ESR Th1/Th2 dengesinin bozulmasina ve IFN-y gibi enflamatuar sitokinlerin salinmasina yol agar. Gandhi vd., 2013
. SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4 — SMADA4) ifade seviyesini :
MIR-574-3p SMAD4 diizenleyerek naif T hiicrelerinin Th17 hiicrelerine doniisiimiinii indiikler. Gandhi vd., 2013
miR-92a-1 CD40 yolag1 | Naif T hiicrelerinin aktivasyonu ve ¢ogalmasiyla iligkilidir. Gandhi vd., 2013
miR-135a-5p | JAK2/STAT3 JAK2 (janus klna}se 2 - JAKZ) /STAT3. yc.).lagl iizerinden Th17 hiicreleri araciligi ile Gandhi vd., 2013
proenflamatuar sitokinlerin salinimini indiikler.
MiR-454-5p PDK1 P.l.DKl (phpsphczlnosmde—dependent kinase-1 — PDK1) geninin hedefleyerek Treg Gandhi vd., 2013
hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilar.
SOCSL1 (supressor of cytokine signaling protein 1 — SOCS1) ve SHIP1 (src homology domain | Niwald vd., 2017; Balkan &
miR-155-5p | SOCS1, SHIP1 | 2-containing inositol 5-phosphatases 1 — SHIP1) gibi sitokin sinyalizasyonunun negatif Bilge vd., 2021; Huang vd.,
regiilatorlerinin ifade seviyesini azaltarak enflamatuar siiregleri arttirir. 2013
: . . . Niwald vd., 2017; Balkan &
miR-301a-5p STAT3 STAT3 ekspresyonunu diizenleyerek enflamatuar siireglerin artmasina neden olur. Bilge vd., 2021
MiR-326-5p ETS-1 Th-17 hiicrelerinin negatif diizenleyicisi olan Ets-1’i hedef alarak Th17 farklilasmasini Niwald vd., 2017; Du vd.,
destekler. 2009
Naif, hafiza ve diizenleyici T hiicrelerinin tizerinde etkili olan ve IRS1 (insulin receptor
miR-191-5p IRS1 substrate 1 — IRS1) genini hedefleyerek naif ve diizenleyici T hiicrelerinin metabolizmasini Vistbakka vd., 2018
diizenler.
MiR-24-3p IFN-y, L4 :lllzllr\l—y ve IL-4 ekspresyon seviyesini inhibe ederek enflamatuar yanitlarin olugsmasinda gorev Vistbakka vd., 2018
TIMP2 (tissue inhibitor of metalloproteinases 2 — TIMP2) ekspresyonu baskilayarak Balkan & Bilde vd. 2021
miR-20a-5p TIMP2 KBB’nin biitiinliigiinii saglayan MMP2’nin (matrix metallopeptidase 2 — MMP2) ekspresyon Huan Vg 20'i3 '
seviyesinin artmasinda gorev alir. gva.
miR-26-5p IL17 IL-17 aracili Th17 farklilagmasini diizenler. Balkan & Bilge vd., 2021
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B hiicrelerinin ¢ogalmasini ve kontrolsiiz gelisimini baskilamakta gorevli BTG1 (B-
cell translocation gene 1 — BTG1) genini hedefleyen miR-22-5p’nin plazma rolatif
ekspresyon seviyesinin RRMS hastalarinda kontrollere gére daha yiiksek oldugu
goriilmistiir (P=.01) (Gandhi vd., 2013). Yine ayni ¢alismada miR-30e-5p’nin plazma
rolatif ekspresyon seviyesi RRMS hastalarinda kontrollere gore daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (P=.02). miR-30e-5p, MAPK8 (mitogen-activated protein kinase 8 —
MAPKS8) ve PIK3R2 (phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 2 — PIK3R2)
genlerini hedefleyerek immiin sistem hiicreleri arasi iletisimi bozup ve otoimmiin
tepkilere yol agip MS patogenezine katkida bulunmaktadir (Gandhi vd., 2013). NF-
«kB’nin TNF-o aracili aktivasyonunu diizenleyen miR-140-3p’nin (P=.01) ve STAT3
(signal transducer and activator of transcription 3 — STAT3) yolaginin TGF-p aracili
aktivasyonunu saglayan miR-210-5p’nin (P=.003) RRMS hastalarinin plazmalarinda
kontrol grubuna gore daha yiiksek seviyede ifade edildigi goriilmiistiir (Gandhi vd.,
2013). T hiicre ve nétrofile 6zgili bir markoér olan miR-500-5p’nin (P=.001) ve naif T
hiicrelerinin, Th17 hiicrelerine doniistimiinii indiikleyen miR-574-3p’nin (P=.01) de
hasta grubunda kontrollere gore daha yiiksek seviyede ifade edildigi gosterilmistir
(Gandhi vd., 2013). Hiicre dongiisiinii diizenlemede ve hiicre sinyallemesinde rol
oynayan gen hedeflerine sahip miR-92a-1 (P=.002) ve miR-135a-5p’nin (P=.04) ve
PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1 — PDK1) genini hedefleyerek Treg
hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilayan miR-454-5p’nin (P=.03) de RRMS hastalarinda
SPMS hastalarina gore daha diisiik ekspresyon seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir
(Gandhi vd., 2013). Bu ¢alisgmadan elde edilen sonuglar miRNA’larin immiin sistem
hiicrelerini ve immiin yanitlarin1 diizenleyerek MS hastaliginin immiinopatogenezini

etkileyebilecegini gostermektedir.

Daha once de bahsedildigi tizere MS’te Th17 hiicrelerinin enflamasyonu ve ndronal
hasar1 arttirdig1 bilinmektedir. Al-Temaimi ve arkadaslarimin gergeklestirdigi bir
calismada naif T hiicrelerinin Th17 hiicrelerine doniisiimiinii indiikleyen miR-326-
5p’nin serum ekspresyon seviyesinin RRMS hastalarinda kontrollere gore daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (P=.003). Ayni ¢alismada otoimmiin ve enflamatuar yanitlarin
olusmasina neden olan miR-150-5p’nin serum ekspresyon seviyesinin RRMS
hastalarinda SPMS hastalarina gére daha diisiik oldugu gosterilmistir (P<.001) (Al-
Temaimi vd., 2024).
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Enflamatuar yanitlarin ve bagisiklik tepkisinin ana diizenleyicisi roliinde tanimlanan
mMiR-155-5p’nin RRMS hastalarindaki serum ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna
gore daha diisiik oldugu bildirilmistir (P=.03) (Huang vd., 2013; Niwald vd., 2017).
Ayni ¢alismada MS patogenezinde yer alan Th-17 hiicrelerinin negatif diizenleyicisi
olan Ets-1’1 hedef alarak Th17 farklilasmasini destekleyen miR-326-5p’nin de RRMS
hastalarinda serum ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur (P=.03) (Du vd., 2009; Niwald vd., 2017). Regev ve arkadaslarnin
gerceklestirdigi ¢alismada RRMS hastalarinda serum miR-484-5p ekspresyon
seviyesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.004) (Regev vd.,
2018). miR-484-5p’nin diisiik ekspresyon seviyelerinin diizensiz sinaptogeneze neden
oldugu ve bilinen bu gorevinden dolay1 epilepsi, otizm ve hiperaktivite gibi
norogelisimsel rahatsizliklarla iligkili oldugu gosterilmistir. MS hastalarinda
dolagimdaki artan ekspresyonu MSS’de devam eden iyilesme siirecinin bir gostergesi

olarak agiklanmistir (Fujitani vd., 2017; Regev vd., 2018).

Naif, hafiza ve diizenleyici T hiicrelerinin tizerinde etkili olan ve IRS1 (insulin receptor
substrate 1 — IRS1) genini hedefleyerek naif ve diizenleyici T hiicrelerinin
metabolizmasin1  diizenleyen miR-191-5p’nin ise RRMS hastalarinda serum
ekspresyon seviyelerinin kontrollere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.01)
(Vistbakka vd., 2018). IFN-y ve IL-4 ekspresyon seviyesini inhibe ederek enflamatuar
yanitlarin olugsmasindan gorevli miR-24-3p’nin de RRMS hastalarinda serum
ekspresyon seviyelerinin kontrollere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.01)

(Vistbakka vd., 2018).

Balkan ve Bilge’nin ¢alismasinda TIMP2 (tissue inhibitor of metalloproteinases 2 —
TIMP2) ekspresyonu baskilayarak KBB’nin biitiinliigiinii saglayan MMP2 nin (matrix
metallopeptidase 2 — MMP2) ekspresyon seviyesinin artmasinda gorev aldigi bilinen
miR-20-5p’nin plazma ekspresyon seviyelerinin RRMS hastalarinda kontrollere gore
daha yiiksek oldugu bulunmustur (P=.01). MS hastalifinin seyrinde koruyucu bir
etkiye sahip oldugu diisliniilen bu miRNA’nin ekspresyonunun hasta grubunda yiiksek
olmasinin, ¢alisma popiilasyonunu olusturan RRMS’li hastalarin tedavi almalarindan
kaynaklandig1 dngoriilmiistiir. Ayrica, IL-17 aracili Th17 farklilasmasini diizenleyen
mMiR-26-5p’nin de plazmadaki ekspresyon seviyesinin RRMS hastalarinda kontrollere
gore daha diisiik oldugu gosterilmistir (P=.03) (Balkan & Bilge, 2021).
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45.1.1 Plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS ile iliskisinin

incelenmesi

Bu tez caligmasinda naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari
arasinda plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri karsilastirilmis ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.56) (Cizelge 3.22).
miR-146a-5p, TLR/NF-«kB sinyal yolaginin ana negatif diizenleyicisidir. NF-«kB ise
MIR146A genini pozitif olarak diizenleyen bir transkripsiyon faktoridiir. Olgun miR-
146a-5p, TLR/NF-xB yolaginin pozitif diizenleyici sinyal bilesenleri olan TRAF6 ve
IRAK1 genlerini inhibe ederek TLR/NF-«B sinyallesmesinin diizenlemesine negatif
bir geri besleme dongiisiiyle etki eder (lacona & Lutz, 2019; lyer vd., 2012). IRAK1
ve TRAF6 IkB’nin fosforilasyonuna ve bozulmasmna neden olarak, NF-kB’nin
aktivasyonuna ve ¢ekirdege gecisine yol agar. Cekirdege giren transkripsiyon faktorii
NF-«B, MIR146A ve bircok enflamatuar genin transkripsiyonunu indiikleyerek
enflamatuar sitokinlerin sentezini etkiler. Dolasimdaki yiiksek miR-146a-5p
seviyelerinin MS’e bagh engelliligin ilerlemesi ve hastaliin olumsuz seyriyle
iliskilendirilmesi (Casanova vd., 2023) ve MS’in bir hayvan modeli olan EAE’de
hastalig1 siddetlendiren strese maruz kalmanin miR-146a-5p ekspresyon seviyelerini
arttirmas1 (Gerrard vd., 2017), bu miRNA’nin enflamatuar yanitlar {izerinden
hastalikla iligkilendirilmesini desteklemektedir. Bununla birlikte, miR-146a-5p ve NF-
kB’nin arasindaki negatif geri besleme dongiisiiniin karmasiklig1, artan miR-146a-5p
ekspresyon seviyelerinin enflamatuar yanitlar baskilamasini da miimkiin kilmaktadir.
Aktive olmus NF-kB’nin MIR146A genindeki promotor bolgeye baglanmasiyla
ekspresyonu artan olgun miR-146a-5p, IRAK1 ve TRAF6’y1 inhibe ederek TLR/NF-
kB sinyal yolaginin inhibisyonuna neden olmaktadir. Artan miR-146a-5p seviyelerinin
IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi proenflamatuar sitokinlerin seviyelerini azaltarak
enflamasyonu diisiirebileceginin de gosterilmesi (Saba vd., 2014), nérodejeneratif
hastaliklarda artan miR-146-5p ekspresyon seviyesinin proenflamatuar ve
antienflamatuar yanitlar tizerinden ikili bir role sahip olabilecegini diisiindiirtmektedir
(Juzwik vd., 2019). IRAK1 ve TRAF6’nin miR-146a-5p tarafindan hedeflenmesi ve
inhibisyonunun T hiicre yapigmasini azaltarak bagisiklik sistemi hiicrelerinin KBB’yi
gegme yetenegini bozmasi in-vitro bir ¢alismada gosterilmistir (Wu vd., 2015). Ayrica

miR-146a-5p’nin yiiksek seviyede ekspresyonunun demiyelinizan EAE modellerinde
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IRAKL’i inhibe ederek OPC’lerin olgun, miyelin {ireten oligodendrositlere
farklilagsmasini tesvik ederek remiyelinizasyonu destekledigine dair sunulan deneysel
sonuglar (Zhang vd., 2017), miR-146a-5p’nin MS gibi norodejeneratif hastaliklarda
koruyucu bir rol oynayabilecegini desteklemektedir. Literatiirdeki sonuglara
bakildiginda da miR-146a-5p ekspresyon seviyesinin MS hastalarinin PBMC’lerinde
(Fenoglio vd., 2012), aktif lezyonlarinda (Martin vd., 2020) ve BOS’larinda (Perdaens
vd., 2020) kontrollere gore daha yiiksek oldugu goriiliirken; serum ve plazma
ekspresyon seviyesinin hastalarda kontrollere gore daha diisiik oldugu gosterilmistir
(Giuliani vd., 2021; Perdaens vd., 2020). Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda hasta ve
kontrol gruplarinin plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasi ve literatiirde farkli doku
orneklerinde diisiik ve yiiksek ekspresyon seviyelerine sahip olmasi, bu miRNA’ nin
karmagik negatif geri besleme dongiistinden dolay1 MS hastaliginin patogenezinde ve
progresyonunda bir¢ok farkli gérevde rol almasiyla bagdastirilabilir. Bu ¢aligmada
fingolimod tedavisinin plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleriyle iligkisi
de calisilmistir. Literatiirde daha dnce fingolimod tedavisiyle iliskisi calisilmamis olsa
da miR-146a-5p’nin glatiramer asetat tedavisi alan hastalarin PBMC’lerinde
ekspresyon seviyesinin tedavi almayan hastalara gore daha az oldugu gosterilmistir
(Waschbisch vd., 2011). Bir baska ¢alismada ise dimetil fumarat tedavisi alan RRMS
hastalarinda tedaviye baslandiktan 4 ay sonra dolasimdaki miR-146a-5p ekspresyon
seviyesinin anlamli derecede azaldigi gosterilmistir (Giuliani  vd., 2021).
Gergeklestirilen bu tez c¢alismasinda plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri fingolimod tedavisiyle iligskili bulunmamis olsa da hastalarin tedavi
baslangicindan itibaren takip edildigi, tedaviye baslamadan ve tedaviye bagladiktan
sonra belli araliklara ve engellilik skorlariyla birlikte plazma miR-146-5p ekspresyon
seviyelerinin incelendigi boylamsal c¢alismalarla, bu miRNA’nin fingolimod

tedavisindeki roliiniin anlasilmasi i¢in daha kapsamli sonuglar elde edilebilir.

Plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyesi naif RRMS, fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplarinda MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin genotip ve genotip
modellerine (kodominant, resesif ve dominant) gore karsilastirilmistir. Plazma miR-
146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri hem genotip ve genotip modellerine gore hasta

ve kontrol gruplar igerisinde hem de ayni genotipe sahip naif RRMS, fingolimod
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tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari arasinda karsilastirtlmistir. MIR146A
1s2910164 G/C SNP’sinin genotipleri ile plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon
seviyelerinin birlikte analizi sonucunda naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS
ve kontrol gruplarinda farkli genotipe sahip bireyler arasinda kodominant, dominant
ve resesif modele gore istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge
3.23). MIR146A rs2910164 G/C SNP’si, pre-miR-146a’nin sag tokasi yapisi iginde
bulundugu icin sag tokasi yapisinin sahip oldugu Gibbs serbest enerjisinin degismesine
yol ag181 bilinmektedir (Iwai & Naraba, 2005; Rehmsmeier vd., 2004). Meydana gelen
bu degisikligin birincil ve onciil miRNA’larin stabilitesini ve miRNA biyogenezinde
gorev alan proteinlerle eslesmelerini bozarak, olgun miR-146a-5p ekspresyon
seviyesinin azalmasina neden oldugu goriilmiistir. Oyle ki G aleli ile
karsilastirildiginda C alelinin birincil miR-146a-5p seviyesini 1.9 kat, olgun miR-
146a-5p seviyesini de 1.8 kat azalttig1 gosterilmistir (Jazdzewski vd., 2008). Ayrica
Alzheimer hastalariyla gerceklestirilen bir c¢alismada da CC genotipine sahip
hastalarin serum miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin GG genotipine sahip
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu bildirilmistir (Zhang
vd., 2015). Buna benzer olarak GG genotipine sahip tip 2 diyabet hastalarinin da
PBMC’lerinde miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin CC genotipine sahip
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Alipoor vd., 2018). Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda naif RRMS, fingolimod
tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinda plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri ile 1s2910164 SNP’sinin genotipleri arasinda anlamli bir iligki
gozlemlenmemistir. Plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri caligmalarinin
gerceklestirdigi Grup-2 calisma popiilasyonunda gorece daha az sayida Ornek
bulunmaktadir. Hasta ve kontrol gruplar1 genotiplere gore ayrildiginda naif RRMS
grubunda bes, fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda iki ve kontrol grubunda dort
kisinin CC genotipine sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum gruplar igerisinde farkl
genotiplere sahip bireyler arasinda gerceklestirilen karsilastirma analizleri
sonuclarmin istatistiksel olarak ¢ok giicli olmadigin1 gosterir. Daha biiyiik
popiilasyonlarda gergeklestirilecek analizlerde daha giiglii sonuglarin elde
edilebilecegi ve MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin miR-146a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri lizerindeki etkisinin goriilebilecegi diigiiniilmektedir. Ayn1 genotipe sahip

bireyler gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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olmadig1 gorilmiistiir. Bu durum gruplar arasinda plazma miR-146a-5p rolatif

ekspresyon seviyeleri bakimindan fark olmamasiyla iliskilendirilebilir.

Plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin MS hastalarinin demografik ve
klinik bilgileriyle olan iliskileri, demografik ve klinik kategorik parametrelere gore
olusturulan gruplar arasi karsilastirma ve korelasyon analizleriyle incelenmistir. Buna
gore naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda demografik ve klinik
parametrelere, EDSS skorlarina ve MSSS degerlerine gore olusturulan gruplar
arasinda plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamaistir. Benzer sekilde diisiik ve yiiksek plazma miR-
146a-5p rolatif ekspresyon seviyesine sahip hastalar arasinda da klinik parametreler
karsilagtirildiginda naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS gruplarinda diisiik
ve yiiksek plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyelerine sahip hastalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Her ne kadar RRMS hastalartyla
gerceklestirilen bir ¢aligmada serum miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile
EDSS skorlar arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilse de (Dominguez-Mozo
vd., 2022) gergeklestirilen bu tez g¢alismasinda, fingolimod tedavisi alan RRMS
grubunda plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyeleriyle sadece plazma miR-
155-5p (p=596, P=.001) ve miR-196a-5p (p=527, P=.003) seviyeleri arasinda pozitif
bir korelasyon oldugu goriilmiistiir. Fingolimodun MSS igerisinde fosforile olduktan
sonra proenflamatuar sitokinler iizerine olan etkileriyle enflamatuar yanitlart
diizenledigi bilinmektedir (Coelho vd., 2007). Genel olarak miR-146a-5p, miR-155-
5p ve miR-196a-5p de enflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde goérev almaktadir.
Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda bu miRNA’larin ekspresyon seviyeleri
arasindaki korelasyonun, hastalikla olusan enflamasyonun boyutuyla ve tedavinin
enflama-miR’ler tizerindeki etkileriyle iligkili oldugu distniilebilir (Giuliani vd.,
2021; Maciak vd., 2021).

Plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin diger klinik ve demografik
parametrelerle birlikte naif RRMS veya fingolimod tedavisi alan RRMS olma
durumlanyla iligkisi bu tez caligmasinda ikili lojistik regresyon analizleriyle
incelenmistir. Hasta ve kontrol gruplari ikili olarak gruplandirilarak gerceklestirilen
bu analizlerde plazma miR-146a-5p rolatif ekspresyon seviyesi naif RRMS hastasi

olma veya tedavi alma durumuyla iligkili bulunmamistir. Gruplar aras1 karsilastirma
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analizlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedigi ve lojistik regresyon
analizlerinde de hastalik durumuyla iligkilendirilemedigi i¢in plazma miR-146a-5p

rolatif ekspresyon seviyelerinin ROC analizleri gergeklestirilmemistir.

4.5.1.2 Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS ile iliskilerinin

incelenmesi

Bu tez caligmasinda naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari
arasinda plazma miR-155-5p rélatif ekspresyon seviyeleri karsilastirilmis ve gruplar
arasinda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu gorilmistiir (Tim gruplar arasi: P<.001; Fingolimod
alan RRMS-Naif RRMS: P<.001; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P<.001).
Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunun plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri, kontrol grubuna ve naif RRMS grubuna gore daha distiktiir (Cizelge 3.22).
miR-155-5p enflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde giiglii bir aktivator olmasindan
dolay1 enflama-miR olarak da adlandirilmaktadir (Maciak vd., 2021). B ve T
hiicrelerinin gelisimi ve farklilasmasi da dahil olmak tizere bircok bagisiklik siirecinin
diizenlenmesinde gorev aldig1 ve enflamatuar siireglerin baslangicinda kritik bir roli
oldugu bilinmektedir (Xiaoyan vd., 2017). Ek olarak, miR-155-5p’nin NF-«B sinyal
yolunu baskilayarak IL-1p tarafindan indiiklenen enflamasyonu etkili bir sekilde
azalttig1 ve TLR sinyal yolunu diizenleyerek enflamatuar yanitlarin diizenlenmesine
katki sagladigi da bilinmektedir (Hu vd., 2022; Liu vd., 2019; Korotkov vd., 2020).
Enflamatuar yanitin kontroliinde gorev alan SHIP1 ve SOCS1’in miR-155-5p
tarafindan diizenlenmesinin yani sira, bu miRNA’nin NF-xB’ye bagimli bir miRNA
olmasi ve farkli hedefler iizerinden enflamatuar yanitlarin degisiminde gorev almasi,
miR-155-5p’yi enflamatuar yanitin kontrolii i¢in potansiyel bir hedef haline
getirmektedir. Makrofajlar ve mikroglialarda SOCS1 ve SHIP1 gibi enflamasyon
inhibitorlerini modiile ederek ve mikroglialarda transkripsiyonel faktor pS3 tarafindan
aktive edildikten sonra, anti-enflamatuar siiregleri etkileyen c-Maf’1 hedefleyerek
enflamasyonu indiiklediginin gosterilmesi, kronik enflamatuar hastaliklarla olan
iliskisini desteklemektedir (Cardoso vd., 2012; O’Connell vd., 2012; Su vd., 2014; Hu
vd., 2022; Xu vd., 2022). Enflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde gérev almasinin
yani sira, miR-155-5p B hiicrelerinin {retiminde, CD8+ T hiicrelerinin

modiilasyonunda, CD4+ T hiicrelerinin Thl, Th2, Th17 ve Treg hiicrelerine
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farklilagsmasinda, sitokinlerin ve kemokinlerin diizenlenmesinde ve bazi
transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasinda etkin rol alarak immiin sistem
homeostazinin ve bagisiklik sistemi yanitlarinin da 6nemli bir diizenleyicisi roliindedir
(Rodriguez vd., 2007; Seddiki vd., 2014). Enflamatuar yanitlarin ve bagisiklik
tepkisinin ana diizenleyicisi roliinde tanimlanan miR-155-5p’nin, ndrodejeneratif
hastaliklarda artan ekspresyonuyla birlikte néroenflamasyonu da artirarak hastalik
progresyonunu hizlandirabilecegi disiiniilmektedir (Juzwik vd., 2019). MS ile
iliskisinin incelendigi c¢alismalarda RRMS hastalarinda atak donemlerinde
dolasimdaki miR-155-5p ekspresyon seviyelerinin arttiginin bildirilmesi de miR-155-
5p’nin MS hastaligindaki roliiyle iliskilendirilmektedir (Niwald vd., 2017). Literatiirde
artmig miR-155-5p ekspresyon seviyelerinin MS hastaligi ile iliskilendirilmis
olmasma ragmen, Balkan ve Bilge’nin gerceklestirdigi ¢aligmada MS hastalarinda
dolasimdaki miR-155-5p ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna goére anlaml
derecede diisiik oldugunun goriilmesi, ¢alisma popiilasyonunu olusturan RRMS’li
hastalarin tedavi almalariyla iliskilendirilmistir (Balkan & Bilge, 2021). Ciinkii
natalizumab ve dimetil fumarat tedavisi alan RRMS’li hastalarda tedaviye
baslandiktan sonra miR-155-5p ekspresyon seviyelerinin azaldiginin gosterilmesi
miR-155-5p’nin  MS hastaliginin  tedavisi i¢in iyi bir hedef oldugunu
diistindtirtmektedir (Giuliani vd., 2021; Mameli vd., 2016; Mohammed, 2018).
Gergeklestirilen bu tez ¢caligmasinda da fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda
plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin tedavi almayan, naif RRMS
hastalarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik olmasi literatiirde
miR-155-5p ekspresyon seviyelerinin farkli MS tedavileriyle iliskilerinin arastirildigi
caligmalarla  benzerlik  gostermektedir. Her ne kadar tedavi yanmitinin
degerlendirilmesine uygun bir deney dizaynina sahip olunmasa da fingolimod tedavisi
alan RRMS grubunda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin naif RRMS
grubuna gore daha diisiik olmasi, immiin sistem ve enflamatuar yanitlar {izerinden
etkinlik gosteren fingolimod tedavisi ile miR-155-5p ekspresyon seviyeleri arasindaki

iliskiyi gostermektedir.

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesi naif RRMS, fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplarinda MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin genotip ve genotip

modellerine (kodominant, resesif ve dominant) gore karsilastirilmistir. Plazma miR-
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155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri hem genotip ve genotip modellerine gore hasta ve
kontrol gruplari i¢erisinde hem de ayn1 genotipe sahip naif RRMS, fingolimod tedavisi
alan RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirilmistir. Hasta ve kontrol gruplari
icerisinde farkli genotiplere sahip bireyler arasinda plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
MIR155 rs767649 T/A SNP’si gen ekspresyonunu baslatan promotor bolgede
bulunmaktadir ve A alelinin bu bdlgeye NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasin1 bozarak olgun miRNA ekspresyon seviyesini azalttigi bilinmektedir
(Xie vd., 2015). Hepatoseliiler karsinom, meme kanseri ve akciger kanseri gibi farkli
kanser tiirlerine sahip hastalar igerisinde rs767649 SNP’sinin T aleline sahip bireylerin
daha yiiksek miR-155-5p ekspresyon seviyelerine sahip oldugu da gosterilmistir
(Dezfuli vd., 2020; Iranparast vd., 2023; Karajovic vd., 2024). Gergeklestirilen bu tez
calismasinda naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinda
plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile rs767649 SNP’sinin genotipleri
arasinda anlamh bir iliski gézlemlenmemistir. Plazma miRNA rolatif ekspresyon
seviyeleri caligmalarinin gerceklestirdigi Grup-2 ¢aligma popiilasyonunda gérece daha
az sayida 6rnek bulunmaktadir. Hasta ve kontrol gruplari genotiplere gore ayrildiginda
naif RRMS grubunda bir kisinin AA genotipine sahip oldugu goriiliirken, fingolimod
tedavisi alan RRMS grubunda ve kontrol grubunda AA genotipine sahip birey
bulunmamaktadir. Bu durum gruplar igerisinde farkli genotiplere sahip bireyler
arasinda gerceklestirilen karsilastirma analizleri sonuglarinin istatistiksel olarak giiclii
olmadigin1 gosterir. Daha biiyiik popiilasyonlarda gerceklestirilecek analizlerde daha
giiclii sonuclarin elde edilebilecegi ve MIR155 rs767649 T/A SNP’sinin miR-155-5p
rolatif ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkisinin goriilebilecegi diisiiniilmektedir.
Ayni genotipe sahip bireyler, gruplar arasinda karsilagtirildiginda TT genotipine sahip
fingolimod alan RRMS grubunda, ayn1 genotipe sahip naif RRMS ve kontrol grubuna
gore plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli
derece diisiik oldugu goriilmistiir (Tim gruplar arasi: P<.001; Fingolimod alan
RRMS-Naif RRMS: P<.001; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P<.001). Gruplar
arasinda TA genotipine sahip bireyler karsilastirildiginda, fingolimod tedavisi alan
RRMS grubunda, ayn1 genotipe sahip kontrol grubuna gore plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir
(Tim gruplar arasi: P=.03; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P=.03). Ayn1 genotipe
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sahip bireyler, gruplar arasinda karsilastirildiginda TT veya TA genotipine sahip
fingolimod alan RRMS grubunda, ayn1 genotipe sahip naif RRMS ve kontrol grubuna
gore plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli
derece diisiik oldugu gorilmistir (Tim gruplar arasi: P<.001; Fingolimod alan
RRMS-Naif RRMS: P<.001; Fingolimod alan RRMS-Kontrol: P<.001). TA veya AA
genotipine sahip bireyler gruplar arasinda karsilagtirildiginda TA veya AA genotipine
sahip fingolimod alan RRMS grubunda, ayn1 genotipe sahip kontrol grubuna gore
plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derece
diisiik oldugu gorilmistir (Tim gruplar arasi: P=.03; Fingolimod alan RRMS-
Kontrol: P=.03). Aymi genotipe sahip bireylerin gruplar arasi karsilastirma
analizlerinde plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan fark
olmasi gruplar arasi karsilastirma analizleri sonucunda da plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyeleri bakimindan gruplar arasinda fark goriilmesiyle agiklanabilir.
Gruplar arasi karsilastirma analizlerinde fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda,
naif RRMS ve kontrol grubuna gore plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon
seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugunun goriilmesi, hasta
ve kontrol gruplarindaki bireyler sahip olduklar1 genotiplere gore gruplandirilip
gruplar arasinda karsilastirildiginda da fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda, naif
RRMS ve kontrol grubuna gore plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin

diisiik olmasiyla benzerlik gostermektedir.

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin MS hastalarinin demografik ve
klinik bilgileriyle olan iliskileri, demografik ve klinik kategorik parametrelere gore
olusturulan gruplar arasi karsilastirma ve korelasyon analizleriyle incelenmistir. Buna
gore naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda demografik ve klinik
parametrelere, EDSS skorlarma ve MSSS degerlerine gore olusturulan gruplar
arasinda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Benzer sekilde diisiik ve yiiksek plazma miR-
155-5p rolatif ekspresyon seviyesine sahip hastalar arasinda da klinik parametreler
karsilagtirildiginda naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS gruplarinda diisiik
ve yiiksek plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerine sahip hastalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Korelasyon analizleri sonuglarina

bakildiginda, fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-155-5p rolatif
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ekspresyon seviyeleriyle plazma miR-146-5p (p=596, P=.001) ve miR-196a-5p
(p=556, P=.002) seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Fingolimodun MSS igerisinde fosforile olduktan sonra proenflamatuar sitokinler
tizerine olan etkileriyle enflamatuar yanitlar1 diizenledigi bilinmektedir (Coelho vd.,
2007). Genel olarak miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p de enflamatuar
yanitlarin diizenlenmesinde goérev almaktadir. Fingolimod tedavisi alan RRMS
grubunda bu miRNA’larin ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyonun, hastalikla
olusan enflamasyonun boyutuyla ve tedavinin enflama-miR’ler tizerindeki etkileriyle
iliskili oldugu disiiniilebilir (Giuliani vd., 2021; Maciak vd., 2021). Korelasyon
analizlerine gore dikkat cekici bir diger sonu¢ fingolimod tedavisi alan RRMS
grubunda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile serum 25-(OH) D3
diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon goriilmesidir (p=521, P=.004). In vivo ve in
vitro olarak rotaviriis enfeksiyonuna yanit olarak artan miR-155-5p ekspresyon
seviyesinin 25-(OH) D3 ile inkiibasyondan sonra baskilandigi gorilmiistiir. D
vitaminin, TBK1 (TANK binding kinase 1 — TBK1) /IRF3 (interferon regulatory factor
3 — IRF3) sinyal yolunun miR-155-5p aracili diizenlemesi yoluyla rotaviriis
enfeksiyonunu hafiflettigi bildirilmistir (Y. Zhao vd., 2019). Bagisiklik tepkilerinin ve
viral enfeksiyonlarin diizenlenmesinde D vitamini ile miR-155-5p arasinda potansiyel
bir etkilesim oldugunu gostermekte olsa da serum 25-(OH) D3 diizeyleri ve miR-155-
5p ekspresyon seviyeleri arasindaki iligkinin altinda yatan mekanizmalarin ve ¢esitli
fizyolojik ve patolojik siiregler iizerindeki birlesik etkilerinin anlasilmast i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin diger klinik ve demografik
parametrelerle birlikte naif RRMS veya fingolimod tedavisi alan RRMS olma
durumlanyla iligkisi bu tez caligmasinda ikili lojistik regresyon analizleriyle
incelenmigstir. Hasta ve kontrol gruplari ikili olarak gruplandirilarak gergeklestirilen
bu analizlerde plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin azalmasiyla
fingolimod tedavisi alan RRMS olma riski anlamli derecede iliskili bulunmustur
(OR=0.013, P=.001). Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-155-5p
rolatif ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik olmasi
da ikili lojistik regresyon analizlerinde azalan plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon

seviyelerinin fingolimod tedavisi alan RRMS olma riskiyle iliskili bulunmasini
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destekler niteliktedir. Gergeklestirilen ROC analizlerine gore de plazma miR-155-5p
rolatif ekspresyon seviyelerinin naif RRMS hastalar1 ve kontrol gruplarinin
siniflandirilmasi i¢in zayif derecede bir ayirici potansiyelinin oldugu goriilmiistiir
(AUC=0.691, P=.01). Ayrica, plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin
tedavi alan RRMS ve naif RRMS hastalarinin simiflandirilmasi i¢in iyi derecede bir
ayirici potansiyelinin oldugu goriiliirken (AUC=0.890, P<.001), fingolimod tedavisi
alan RRMS ve kontrol gruplariin siniflandirilmasi i¢in ¢ok iyi derecede bir ayirici

potansiyelinin oldugu goriilmiistiir (AUC=0.923, P<.001) (Cizelge 3.48).

45.1.3 Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS ile

iliskilerinin incelenmesi

Bu tez caligmasinda naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplari
arasinda plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri karsilastirilmis ve gruplar
arasinda plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu goriilmistiir (Tim gruplar arasi: P=.02; Fingolimod
alan RRMS-Naif RRMS: P=.02). Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunun plazma
miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri, naif RRMS grubunun plazma miR-196a-
5p rolatif ekspresyon seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha
diistiktiir (Cizelge 3.22). miR-196a-5p’nin noéron gelisiminde, canliliginda ve
islevlerinin = siirdiirilmesinde gérev alan BDNF genini ve HOX kiimelerini
hedefleyerek norodejeneratif bir hastalik olan Huntington hastaliginin progresyonunda
anahtar bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (Wang vd., 2020). Ek olarak
gerceklestirilen in silico analizler sonucunda miR-196a-5p’nin, sistemik skleroz ve
polimyozit gibi otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yer aldigi diisiliniilen
diizenleyici yolaklar1 hedefledigi ve bu sebeple hastalik progresyonuyla iligkili
olabilecegi One siiriilmiistir (Gao vd., 2019; Jin vd., 2023). miR-196a-5p’nin MS ile
iliskisinin incelendigi sinirli sayida g¢alisma olsa da atak donemindeki RRMS’li
hastalarin PBMC’lerinde miR-196a-5p ekspresyon seviyesinin iyilesme donemindeki
hastalarin PBMC’lerindekinden anlamli derecede daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
Bu durum miR-196a-5p’nin MS’te atak ve iyilesme donemlerinin molekiiler
isleyisinde kritik bir rol oynadigini disiindiirtmiistir (Baulina vd., 2018). MS
hastalarinda tedaviyle iligkisi daha Once hi¢ calisilmamis olan miR-196a-5p’nin

dolagimdaki ekspresyon seviyelerinin de MS hastaligindaki roliine dair 6rnek bir
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calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda ilk kez dolasimdaki miR-196a-5p
ekspresyon seviyesinin fingolimod tedavisiyle olan iliskisi ¢alisilmig ve fingolimod
tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-196a-5p rélatif ekspresyon seviyelerinin
naif RRMS grubuna gore daha diisiik olmasi, immiin sistem ve enflamatuar yanitlar
tizerinden etkinlik gdsteren fingolimod tedavisi ile miR-196a-5p ekspresyon seviyeleri
arasindaki iliskiyi gostermektedir. Fingolimod tedavisi ile degisen plazma miR-196a-
Sp rolatif ekspresyon seviyesi hakkinda daha kapsamli sonuglara ulagilmasi ve
fingolimod tedavisinin molekiiler isleyisinde bu miRNA’nin roliinlin anlagilmasi i¢in

gelecek caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi naif RRMS, fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplarinda MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip ve
genotip modellerine (kodominant, resesif ve dominant) gore karsilastirilmistir. Plazma
miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri hem genotip ve genotip modellerine goére
hasta ve kontrol gruplari i¢erisinde hem de ayn1 genotipe sahip naif RRMS, fingolimod
tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirilmistir. Hasta ve kontrol
gruplart igerisinde farkli genotiplere sahip bireyler arasinda plazma miR-196a-5p
rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’si pre-miR-196a2’nin 3 UTR
bolgesinde bulundugu i¢in birincil ve dnciil miRNA’larin olgun formuna islenmesini
olumsuz ydnde etkilemektedir. Oyle ki yapilan in vitro bir ¢aligmada pre-miR-196a2
tizerinde C alelini bulunduran hiicrelerde olgun miRNA ekspresyon seviyesinin T
alelini bulunduranlardan 4.9 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (Hoffman vd., 2009).
Gergeklestirilen bu tez calismasinda naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve
kontrol gruplarinda plazma miR-196a-5p rélatif ekspresyon seviyeleri ile rs11614913
SNP’sinin genotipleri arasinda anlamli bir iliski gozlemlenmemistir. Plazma miRNA
rOlatif ekspresyon seviyeleri c¢alismalarinin gergeklestirildigi Grup-2 ¢alisma
popiilasyonunda gorece daha az sayida 6rnek bulunmaktadir. Hasta ve kontrol gruplari
genotiplere gore ayrildiginda naif RRMS grubunda dort, fingolimod tedavisi alan
RRMS grubunda alt1 ve kontrol grubunda dort kisinin TT genotipine sahip oldugu
goriilmektedir. Bu durum gruplar igerisinde farkli genotiplere sahip bireyler arasinda
gerceklestirilen karsilastirma analizleri sonuglarin istatistiksel olarak ¢ok giiclii

olmadigin1 gosterir. Daha biiyiik popiilasyonlarda gerceklestirilecek analizlerde daha
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giiclii sonuclarin elde edilebilecegi ve MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin miR-
196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkisinin  goriilebilecegi
diisiiniilmektedir. Naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinda
ayn1 genotipe sahip bireyler, gruplar arasinda karsilastirildiginda CC veya CT
genotipine sahip fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda, ayn1 genotipe sahip naif
RRMS ve kontrol gurubuna gore plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesinin
istatistiksel anlamda daha diisiik oldugu goriilmistiir (Tiim gruplar arasi: P=.01,;
Fingolimod alan RRMS-Naif RRMS: P=.02; Fingolimod alan RRMS-Kontrol:
P=.047). Ayn1 genotipe sahip bireylerin gruplar arasi karsilastirma analizlerinde
plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan fark olmasi gruplar
aras1 karsilastirma analizleri sonucunda da plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri bakimindan gruplar arasinda fark goriilmesiyle aciklanabilir. Gruplar arasi
karsilastirma analizlerinde fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda, naif RRMS
grubuna gore plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik oldugunun goriilmesi, hasta ve kontrol gruplarindaki bireyler
sahip olduklar1 genotiplere gére gruplandirilip gruplar arasinda karsilastirildiginda da
fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda, naif RRMS ve kontrol grubuna gore plazma
miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin  diisiik olmasiyla benzerlik

gostermektedir.

Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin MS hastalarinin demografik ve
klinik bilgileriyle olan iliskileri, demografik ve klinik kategorik parametrelere gore
olusturulan gruplar aras1 karsilastirma ve korelasyon analizleriyle incelenmistir. Buna
gore naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda demografik ve klinik
parametrelere, EDSS skorlarma ve MSSS degerlerine gore olusturulan gruplar
arasinda plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Benzer sekilde diisiik ve yiiksek plazma miR-
196a-5p rolatif ekspresyon seviyesine sahip hastalar arasinda da klinik parametreler
karsilagtirildiginda naif RRMS ve fingolimod tedavisi alan RRMS gruplarinda diisiik
ve yiiksek plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerine sahip hastalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Korelasyon analizleri sonuglarina
bakildiginda, fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyeleriyle plazma miR-146-5p (p=527, P=.003) ve miR-155-5p
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(p=556, P=.002) seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Fingolimodun MSS igerisinde fosforile olduktan sonra proenflamatuar sitokinler
tizerine olan etkileriyle enflamatuar yanitlar1 diizenledigi bilinmektedir (Coelho vd.,
2007). Genel olarak miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p de enflamatuar
yanitlarin diizenlenmesinde goérev almaktadir. Fingolimod tedavisi alan RRMS
grubunda bu miRNA’larin ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyonun, hastalikla
olusan enflamasyonun boyutuyla ve tedavinin enflama-miR’ler tizerindeki etkileriyle
iliskili oldugu disiiniilebilir (Giuliani vd., 2021; Maciak vd., 2021). Korelasyon
analizlerine gore dikkat cekici bir diger sonu¢ fingolimod tedavisi alan RRMS
grubunda plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile serum total kolesterol
(p=393, P=.04) ve LDL-kolesterol (p=440, P=.02) diizeyleri arasinda pozitif bir
korelasyon goriilmesidir. miR-196a-5p’nin 6nciil yag dokusu hiicrelerinin ¢ogalmasi
ve olgun yag dokusu hiicrelerine farklilagmasi olan adipogenezde diizenleyici rolil
oldugu bilinen HOXC8 ve SFMBT1 (Scm like with four mbt domains 1 — SFBMT1)
genlerini hedeflemesi, lipit metabolizmasiyla arasindaki potansiyel iligskiyi ve

korelasyon analizlerinde elde edilen sonuglar1 desteklemektedir (Ghanbari vd., 2015).

Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin diger klinik ve demografik
parametrelerle birlikte naif RRMS veya fingolimod tedavisi alan RRMS olma
durumlantyla iligkisi bu tez caligmasinda ikili lojistik regresyon analizleriyle
incelenmistir. Hasta ve kontrol gruplart ikili olarak gruplandirilarak gergeklestirilen
bu analizlerde plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi naif RRMS hastasi
olma veya tedavi alma durumuyla iliskili bulunmamis olsa da gruplar arasi
karsilagtirma analizlerinde hasta ve kontrol gruplari arasinda plazma miR-196a-5p
rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildiigii
icin ROC analizleri gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen ROC analizlerine gore
plazma miR-196-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin fingolimod tedavisi alan RRMS
ve naif RRMS hastalarinin siiflandirilmas1 i¢in orta derecede bir ayirict

potansiyelinin oldugu goriilmiistiir (AUC=0.715, P=.005) (Cizelge 3.48).
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4.6 Insilico Analizler ve miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p’nin Ortak
Hedefleri

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi kapsaminda miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-
196a-5p’nin hedef genleriyle ve ortak olarak hedefledikleri genlerle olan iliskilerinin
incelendigi in silico analizler miRNET programi iizerinden ve KEGG veri tabanindan
yararlanilarak gergeklestirilmis, tez kapsaminda ¢alisilan miRNA’larin hedef genleri

ve ortak olarak hedefledikleri genler haritalandirilmistir (Sekil 4.1).

miR-146a-5p’nin transkripsiyon sonrasi diizenlemesinde goérev aldigi hedef genler
arasinda bulunan IRAK1, IRAK2, TRAF6 ve SQSTM1 (sequestosome 1 — SQSTM1)
genleri NF-kB sinyal yolaginin ana diizenleyicileridirler. Yine miR-146a-5p’nin hedef
genleri arasinda bulunan TLR2, TLR4, IRF7 ve MIF (macrophage migration inhibitory
factor — MIF) genleri de TLR sinyal yolaginin, bagisiklik ve enflamatuar yanitlarinin
diizenleyicileridirler. LNFG (lunatic fringe — LNFG), PTGS2 (prostaglandin-
endoperoxide synthase 2 — PTGS2) ve TGFBL1 (transforming growth factor beta 1 —
TGFB1) genleri de miR-146a-5p’nin hedefledigi diger genlerdir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p’nin etkilesim aginda
bulunan genler. Genlerin ve miRNA’larin renkleri etkilesim aginin
olusturuldugu miRNET programindan baglanti sayisina gére belirlenmistir.
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NF-xB hem immiin hem de enflamatuar yanitlarin 6nemli bir diizenleyicisidir (Muriel,
2009). TLR aktivasyonu da dogal ve adaptif bagisiklik yanitlarint ve NF-kB aracili
olarak proenflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (Murakami vd.,
2013; O’Reilly, 2018). TLR/NF-kB sinyal yolaginin inhibisyonunun IL-1, IL-6, I1L-8
ve TNF-a gibi proenflamatuar sitokinlerin seviyelerini azaltarak enflamasyonu
diistirebilecegi goriilmiistiir (Saba vd., 2014; Taganov vd., 2006; Wang vd., 2019;
Zhou vd., 2019). TLR/NF-xB sinyal yolunun roliinii anlamak, enflamasyon
mekanizmalari, immiin diizensizlik ve MS hastalig1 i¢in potansiyel terapotik hedefler
belirlenmesine ve bu sinyal yolaginin ve diizenleyicilerinin hedeflenmesi MS ve diger
otoimmiin enflamatuar hastaliklar i¢in terapétik ajanlarin gelistirilmesine firsat
sunabilir (Frans vd., 2014; Muriel, 2009). MS hastalarinin ve kontrollerin PBMC
orneklerinden elde edilen gen ekspresyonu profillerinin kullanildigi bir in silico
calismada PTGS2 geninin MS hastalar1 ve kontroller arasinda farkli diizeylerde ifade
edildigi ve ekspresyon diizeyi farklilik gosteren birgok genle etkilesim aginda
bulundugu gosterilmistir (Shang vd., 2020). Nataf ve arkadaslarmnin progresif MS
hastalariyla gergeklestirdikleri ¢alismalarda ise TGFBL1 geni progresif enflamasyonla
ve demiyelinizasyonla iligkili bulunurken, TGFB1 geninin promotor bolgesinde
bulunan polimorfizmler ise RRMS riski ile iligkili bulunmus ve hastaliga genetik
yatkinlhigr arttirdigi bildirilmistir (Grigorova vd., 2020; Nataf vd., 2017, 2019). miR-
146a-5p’nin TLR/NF-xB sinyal yolaginin ana negatif diizenleyicisi roliinde olmasi ve
in silico analizler sonucunda MS ile iligkili oldugu diistiniilen PTGS2 ve TGFB1 gibi
genleri hedeflediginin goriilmesi, bu miRNA’nin MS hastaliginda biyobelirteg

olabilme potansiyelini gdstermektedir.

mMiR-155-5p’nin transkripsiyon sonrasi diizenlemesinde gorev aldigi hedef genler
arasinda bulunan FGF2 ve MEF2A (myocyte enhancer factor 2A — MEF2A) néron ve
oligodendrosit farklilagmasinda gorev almaktadir. Diger hedefleri arasinda yer alan
MAPK14, PIK3R2, MYD88, JUN (AP-1 transcription factor subunit — JUN), STIM1
(stromal interaction molecule 1 — STIM1) ve CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte
associated protein 4 — CTLA4) immiin yanitlar1 ve immiin sistem hiicreleri arasindaki
iletisimi diizenlemektedir. STAT3, ZFP36 (zinc finger protein 36 — ZFP36) ve CCL2
(C-C motif chemokine ligand 2 — CCL2) genleri de enflamatuar yanitlarin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir. PELI1 (pellino E3 ubiquitin protein ligase 1 —

196



PELI1), MUT (methylmalonyl-CoA mutase — MUT), PCCB (propionyl-CoA
carboxylase subunit beta — PCCB), SIN3A (SIN3 transcription regulator family
member A —SIN3A), PCCA (propionyl-CoA carboxylase subunit alpha— PCCA), AGL
(amylo-alpha-1, 6-glucosidase, 4-alpha-glucanotransferase — AGL), EDN1 (endothelin
1 — EDN1) ve PRKAR1A (protein kinase cCAMP-dependent type | regulatory subunit
alpha — PRKAR1A) genleri de hiicreler arasi iletisimde, immiin ve enflamatuar
yanitlarin diizenlenmesinde ve apoptoz gibi bir¢ok biyolojik siirecgte rol alan ve miR-

155-5p’nin hedefleri arasinda bulunan diger genler olarak haritalandirilmistir (Sekil

4.1).

FGF2 geninin MS ile iliskisinin MS'in hayvan modeli olan EAE’lerde calisildigi
arastirmalarda FGF2 gen tedavisi uygulanan farelerin omurilik sivisinda daha az T
hiicresi ve makrofaj goriilirken, 60 giiniin sonunda tedavi grubunda tedavi
uygulanmayanlara goére daha diisiik miyelin hasar1 ve akson kaybi bulundugu
gosterilmistir (Ruffini vd., 2001). Buna ek olarak FGF2-/- farelerde de daha siddetli
bir hastalik seyri izlenmis, bu farelerde remiyelinizasyonun ve akson sayisinin azaldigi
bildirilmistir (Rottlaender vd., 2011). Elde edilen sonuglar FGF2’nin MS hastaliginda
ndro koruyucu bir etki gosterdigini ve MSS’de enflamasyonu azalttigini gostermistir.
Immiin sistem hiicreleri arasindaki iletisimin diizenlenmesinde rol aldig1 bilinen
MAPK14 ve MYD88’in MS gibi otoimmiin enflamatuar bir hastalik olan ankilozan
spondilit hastalarinda kontrollere gore daha yliksek seviyede ifade edildigi
bildirilmistir (Roozbehkia vd., 2017). STIM1-/- farelerden alinan T hiicrelerinde de
sitokin iiretiminin bozuldugunun gosterilmesiyle (Oh-hora vd., 2008), arastirmacilar
STIMI’in otoimmiin ve enflamatuar hastaliklarda daha fazla roliiniin
kesfedilebilecegini diistinmektedir (Feske, 2009). miR-155-5p’nin hedefledigi
genlerden bir digeri T hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilen ve T hiicresi aktivasyonunun
inhibe edilmesinde kritik 6neme sahip olan CTLA4 genidir. Daha once bircok
calismada CTLA4 geninde bulunan SNP’lerin MS hastaligina yatkinlikla iliskili
oldugu gosterilmistir (Haibing vd., 2016; Ligers vd., 1999). In silico analizler
sonucunda haritalandirilan hedeflerinin remiyelinizasyonda, bagisiklik ve enflamatuar
yanitlarin diizenlenmesinde rol almasi; baz1 hedeflerinin astim, ankilozan spondilit
gibi otoimmiin ve enflamatuar hastaliklarla iligskilendirilmesi miR-155-5p’nin ve

hedeflerinin terapdtik potansiyellerinin bir gostergesidir.
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miR-196a-5p’nin transkripsiyon sonrasi diizenlemesinde gorev aldigi hedef genler
arasinda bulunan NFKBIA (NFKB inhibitor alpha — NFKBIA) enflamatuar ve immiin
yanitlarin diizenlenmesinde yer alan NF-kB’nin inhibitériinii kodlamaktadir (Zhang
vd., 2015). NFKBIA tarafindan diizenlenen NF-«B transkripsiyon faktoriiniin apoptoz,
enflamasyon ve bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesi dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel
stireglerde rol oynamasi (Lin vd., 2012), NF-kB ekspresyonunun diizensizliginin,
otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarla iliskilendirilmesine ve MS patogenezinde
potansiyel bir rolii oldugunun diisiiniilmesine sebep olmaktadir (Ponce vd., 2009).
miR-196a-5p’nin hedefleri arasinda bulunan hiicre sag kalimi ve ¢ogalmasinda rolii
olan MAPK1, immiin yanitlarin diizenlenmesinden de sorumludur ve MS’te

karakteristik olan kontrolsiiz B hiicre ¢ogalmasiyla iliskilendirilmistir (Kotelnikova
vd., 2019).

In silico analizlerle bu tez kapsaminda ¢alisilan miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-
196a-5p’nin etkilesim aginin incelenmesiyle elde edilen dikkat ¢ekici bir diger sonug
bu miRNA’larin her ii¢ii tarafindan da hedeflenen genlerin haritalandirilmasidir. Sekil
4.1°de de gosterildigi iizere CCND1 (cyclin D1 — CCND1), CCND2, NOTCH2 (Notch
receptor 2 — NOTCH2) ve MMP2 genlerinin transkripsiyon sonrasi diizenlemesinde
her 3 miRNA da gorev almaktadir. Literatiirdeki ¢alismalarda gergeklestirilen in silico
zenginlestirme analizlerinde, bitki bazli bir bilesik tirii olan EGCG’nin
(epigallocatechin-3-gallate — EGCG) CCND1’i hedefleyerek hiicre dongiistinii, T
hiicre reseptor sinyal yolunu, Th hiicre farklilasmasim1i ve NF-xB sinyal yolunu
etkileyebilecegi gosterilmistir (Niu vd., 2023). Her 3 miRNA tarafindan da hedeflenen
bir bagka gen olan NOTCH2 genin azalan ekspresyon seviyesi DMT grubu ilag tedavisi
alan MS hastalarinda tedaviyi notralize edici anti-ilag antikor gelisimi ile
iliskilendirilmistir. Ek olarak, azalan NOTCH2 ekspresyonu, monositlerin
proinflamatuar bir fenotipe dogru yonlenmesiyle de iliskilendirilmistir. Bu nedenle,
MS  hastalarin  tedaviye yanitinin degerlendirilmesinde ve immiinolojik
mekanizmalarin anlagilmasinda NOTCHZ2 genin potansiyel bir hedef oldugu
vurgulanmistir (Adriani vd., 2018). MMP2 geni ise enflamatuar ve immiin yanitlarin
olugmasiyla, aksonal hasarla, demiyelinizasyonla ve KBB’nin ge¢irgenliginin
bozulmasiyla iligkilendirilmistir (Bar-Or, 2003; Benesova vd., 2009; Newman, 2001;
Nezhad vd., 2024; Zimmer vd., 2018). MS hastalarinin monositlerinde MMP2

198



ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Bar-
Or, 2003). Bu durum monositlerin yiiksek MMP2 ekspresyonuna bagli bir
mekanizmayla MS hastaliginda néroenflamasyonu arttirdigini  diistindiirtmektedir;
¢linkii KBB bariyeri boyunca monositlerin gogiiniin TIMP1 tarafindan engellendigi
bilinmektedir (Séguin vd., 2003). Artan MMP2 ve diger MMP ailesi iiyelerinin
ekspresyon seviyeleri monositlerin MSS’ye girigini kolaylastirmakta ve hastalarda
noroenflamasyonun artmasina sebep olmaktadir (Bar-Or, 2003). Ayrica baska bir
calismada MMP2’nin sadece monositlerde degil mikroglialarda, makrofajlarda ve
astrositlerde de ifade edildigi ve bu sayede serum MMP2 ekspresyon diizeylerinin
artmasina katkida bulunuldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada artan serum MMP2
ekspresyon seviyeleri MS’e bagli engelliligin ciddiyetiyle de iligkili bulunmus, sadece
hastalik patogeneziyle degil, hastalik aktivitesiyle de iliskilendirilmistir (BeneSova
vd., 2009). MMP2 ve diger MMP iiyelerinin MS lezyonlarinda ekspresyonunun
arttiginin bilinmesine ek olarak (Anthony vd., 1997; Maeda & Sobel, 1996) Newman
ve arkadaslari, subkortikal beyaz cevhere MMP2 enjeksiyonu uygulamasinin
sicanlarda aksonal hasara yol actigini gostermistir (Newman, 2001). RRMS
hastalariin BOS’larinda ve serumlarinda MMP2 ekspresyon seviyesinin kontrol
grubuna gore yiiksek oldugu ve MS hastaliginin teshisi i¢in potansiyel bir biyobelirteg
aday1 olabilecegi bildirilmistir (Liu vd., 2022). Fiziksel ve biligsel antrenmanlarla MS
hastalariin serum MMP2 ekspresyon seviyelerinin azaldiginin gosterilmesi de MMP2
ile MS arasindaki iliskinin vurgulandigi dikkat ¢ekici sonuglar arasindadir (Nezhad
vd., 2024; Zimmer vd., 2018). Gergeklestirilen in silico analizlerde bu tez kapsaminda
calisilan miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p’nin hiicresel gelisim ve
farklilagsmay1, metabolizmay1, go¢ ve apoptoz gibi birgok biyolojik siireci diizenleyen

farkli ve ortak hedef genlere sahip olduklari goriilmustiir (Sekil 4.1).
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5. SONUC VE ONERILER

MS geng yetiskinlerde travma harici ndrolojik engelliligin en yaygin sebebidir
(Dobson & Giovannoni, 2019). Oliimciil olmayan bu hastalik, hastalarin yasam
kalitesini ve is yapabilme kapasitesini ciddi derecede etkilemektedir (Filippi vd.,
2018). Etiyolojisinde bir¢cok genetik ve c¢evresel faktoriiniin rol aldigt MS’in
tedavisinde ikinci basamakta kullanilan ve DMT grubu bir ilag¢ olan fingolimod, S1P
reseptorii modiilatorii olarak gorev alan, immiin-baskilayict ve agizdan alinan bir
ajandir (Willis & Cohen, 2013). MS hastaliginin teshisi, takibi ve fiziksel engelliligin
degerlendirilebilmesi i¢in birka¢ farkli klinik metot bulunuyor olsa da klinikte hem
hastaligin takibine hem de tedavinin etkilerinin degerlendirilmesine yardimci olacak

biyobelirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir (Efendi & Yandim Kusgu, 2018).

miRNA’lar transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinde gorev almaktadir. (Pasquinelli,
2012). SNP’ler miRNA genlerinde de bulunabilir ve miRNA’larin stabilitelerine ve
olgun miRNA olusturma siireclerine etki ederek ekspresyon seviyelerinde
degisikliklere yol acabilirler. Degisen miRNA ekspresyon seviyeleri immiin yanitlarin
ve enflamatuar yanitlarin olugmasi da dahil olmak iizere bir¢ok fizyolojik fonksiyonun
diizenlenmesinde degisiklige neden olabilir. Bu sebeple miRNA SNP’lerinin ve
ekspresyon seviyelerinin MS hastalik riski ile iligkilerinin ve MS’teki rollerinin
aragtirtlmasinin, karmagik bir etiyolojiye sahip olan MS’in anlasilmasina katkida

bulunabilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez g¢alismasinin amaci, mMiR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p
miRNA’larinin dolasimdaki ekspresyon seviyeleriyle bu miRNA’larin genlerinde
bulunan SNP’lerin MS hastalig1 riski ile iliskisini inceleyerek, SNP’lerin miRNA
plazma ekspresyon seviyesi tizerindeki etkisinin, SNP’lerin Tiirk toplumunda MS’e
yatkinliktaki roliiniin ve miRNA plazma ekspresyon seviyelerinin MS hastaliginin
teshisi ve uygulanan tedavinin etkilerinin gbzlemlenebilmesi i¢in biyobelirte¢ olma
potansiyellerinin degerlendirilmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda, SNP calismalarinin
gerceklestirildigi Grup-1 ve ekspresyon seviyesi ¢aligmalarinin gerceklestirildigi

Grup-2 olmak iizere iki 6rnek grubu olusturulmustur.
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Grup-1’deki RRMS hastalarinin klinik bilgileri cinsiyetler arasinda karsilastirildiginda
erkek RRMS hastalarinin kadin RRMS hastalarina gore daha yiiksek EDSS skorlarina
ve MSSS degerlerine, daha yiiksek serum trigliserit, LDL-kolesterol ve VLDL-
kolesterol diizeylerine sahip oldugu goriilmistiir. Ek olarak serum HDL-kolesterol
diizeylerinin erkek hastalarda kadin hastalara gére daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu
bulgular, MS hastaliginin erkeklerde daha agir gectiginin, daha agir fonksiyonel
kayiplara ve ciddi semptomlara yol actigiin ve erkeklerde MS hastaliginin RRMS
klinik alt formunun kadinlara gore daha koétii bir prognoza sahip oldugunun bir

gostergesidir.

400 RRMS ve 400 kontrol katilimcisindan olusan Grup-1 popiilasyonunda MIR146A
rs2910164 G/C, MIR155 rs767649 T/A ve MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’lerinin
genotipleri belirlenmis ve farkli geneotip modellerine gére bu SNP’lerin RRMS riski
ile iligkisi incelenmistir. Tiirk toplumunda MS hastaliginda ilk kez bu tez kapsaminda
calisilan MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin T alel frekansinin RRMS grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.018).
Dominant modele gore gergeklestirilen karsilastirma sonuclarina gore de mindr T aleli
tastyicist olmanin RRMS riski ile iliskili oldugu goriilmiistiir (OR=1.51, P=.005). OR
ve P degerleri yasa ve cinsiyete gore dlizenlenerek yeniden hesaplandiginda dominant
modele gore TT+CT genotipinin RRMS riskiyle 1.51 kat iligkili oldugu goriilmektedir
(P=.005). Ikili lojistik regresyon analizlerinde rs11614913 CT genotipi hastalik
riskiyle 1.52 kat iligkili bulunmustur (P=.008). Bu sonuglara goére rs11614913 C/T
SNP’sinin T aleli Tiirk toplumunda RRMS riskiyle istatistiksel olarak anlamli diizeyde
iligkili bulunmustur (P=.018). Bu miRNA SNP’lerinin ikili ve ii¢lii kombinasyonlari
ile gerceklestirilen analizlerde sirasiyla rs2910164 G/C SNP’sinin GG ve rs767649
T/A SNP’sinin TT genotiplerinin (GGTT: P=.007) ve rs2910164 G/C SNP’sinin GG
ve 1511614913 C/T SNP’sinin CC genotiplerinin (GGCC: P=.008) ikili
kombinasyonlarina sahip bireylerin kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli
derecede daha fazla sayida oldugu goriilmiistir. Buna karsilik rs767649 T/A
SNP’sinin TA ve rs11614913 C/T SNP’sinin CT genotiplerinin (TACT: P<.001) ikili
kombinasyonuna ve rs2910164 G/C SNP’sinin GG, rs767649 T/A SNP’sinin TA ve
rs11614913 C/T SNP’sinin CT genotipilerinin (GGTACT: P=.003) igli
kombinasyonuna sahip bireylerin RRMS grubunda anlamli derecede daha fazla sayida

oldugu bulunmustur. Bu sonuglar farkli miRNA SNP varyantlarinin bir aradayken
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hastalik riskiyle veya hastaliga karst koruyucu bir rol ile iligkili olabilecegini

gostermektedir.

Bu tez ¢aligmasinda incelenen MIR146A rs2910164, MIR155 rs767649 ve MIR196A2
rs11614913 SNP’lerinin genotiplerinin ve farkli genotip modellerinin klinik
parametrelerle bir aradayken orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ve hizli MS progresyon
riski (MSSS>5) ile iliskileri ikili lojistik regresyon analizleri ile incelenmistir. Bu
analizlerde hastalik siiresinin (OR=1.23) ve tedavi siiresinin (OR=1.24) orta diizey
EDSS riski ile iliskili oldugu bulunmustur. Ek olarak, VLDL-kolesterol, hastalik
stiresiyle (OR=2.13) ve tedavi siiresiyle (OR=2.40) birlikteyken orta diizey EDSS riski
(EDSS>3) ile iliskili bulunmustur. Hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iligkili
parametrelerin incelenmesi i¢in gerceklestirilen ikili regresyon analizlerinde
1s2910164 SNP’sinin GC veya CC genotipine sahip olma durumu farkli modellerde
hizli MS progresyon riski ile iligkili bulunmustur (Model 5: OR=1.83; Model 6:
OR=1.19) (Cizelge 3.20). Bu durum MIR146A rs2910164 G/C SNP’sinin MS riskiyle
iligkili olmasa da hastalik progresyonuyla iliskili oldugunu gostermektedir. Serum
trigliserit diizeyleri hizlh MS progresyon riski (MSSS>5) ile 1.18 kat iliskili
bulunmustur. Benzer sekilde serum VLDL-kolesterol diizeyleri de miRNA
SNP’lerinin kodominant (OR=2.51) ve dominant (OR=2.50) modellerinde hizli MS
progresyon riski (MSSS>5) ile iligkili bulunmustur. Bu tez ¢alismasindan elde edilen
sonuglar, MS hastalariin serum lipit diizeylerinin, hastalik ve tedavi siiresi gibi klinik
parametrelerle birlikte incelenerek, MS’e bagli engelliligin ve hastaligin seyrinin

takibinde kullanilabilecegini gostermektedir.

Bu tez caligmasinda Grup-2’deki naif RRMS, fingolimod tedavisi alan RRMS ve
kontrol gruplarinda plazma miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p ekspresyon
seviyeleri belirlenmis ve bu miRNA’larin dolagimdaki rolatif ekspresyon seviyelerinin
hastalikla iligkisi incelenmistir. Grup-2’deki fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda
plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin naif RRMS (P<.001) ve kontrol
(P<.001) gruplarina gore anlamli derecede daha diisiik oldugu goriilmistiir. Hasta ve
kontrol gruplar ikili olarak gruplandirilarak gerceklestirilen ikili lojistik regresyon
analizlerinde de plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin azalmasi
fingolimod tedavisi alan RRMS hastas1 olma riskiyle anlamli derecede iligkili
bulunmustur (OR=0.013, P=.001). Gergeklestirilen ROC analizlerine gore de plazma

miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin naif RRMS hastalarmin ve kontrol
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gruplarinin siiflandirilmasi i¢in zayif derecede bir ayirict potansiyelinin oldugu
goriilmiistiir (AUC=0.691, P=.01). Ayrica, plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon
seviyesinin tedavi alan RRMS ve naif RRMS hastalarinin smiflandirilmasi i¢in iyi
derecede bir ayirici potansiyelinin oldugu goriiliirken (AUC=0.890, P<.001),
fingolimod tedavisi alan RRMS ve kontrol gruplarinin siniflandirilmasi i¢in ¢ok iyi
derecede bir ayirict potansiyelinin oldugu gorilmistir (AUC=0.923, P<.001).
Literatiirdeki ¢alismalarda da DMT grubu ilaglardan olan natalizumab ve dimetil
fumarat tedavisi alan RRMS’li hastalarda tedaviye baslandiktan sonra miR-155-5p
ekspresyon seviyelerinin azaldig1 gosterilmistir (Giuliani vd., 2021; Mameli vd., 2016;
Mohammed, 2018). Bu sonuglar miR-155-5p’nin fingolimod tedavisi i¢in potansiyel
terapotik bir hedef olabilecegini diisiindiirtmektedir. Fingolimod tedavisi ile miR-155-
5p arasindaki iliskinin molekiiler diizeyde incelenmesi, miR-155-5p’nin fingolimod
tedavisinin hedefi olup olmadiginin degerlendirilebilmesi i¢in; boylamsal ¢aligmalarin
gerceklestirilmesi ise miR-155-5p’nin tedavi yanmitinin degerlendirilmesindeki
potansiyelinin 6l¢iilmesi i¢cin dnemlidir. Bu sonuclara ek olarak fingolimod tedavisi
alan RRMS grubunda plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile serum 25-
(OH) D3 diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir (p=521, P=.004). Bu
durum eksikligi MS i¢in bir risk faktorii olarak belirlenen D vitamini ile immiin ve
enflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde rolii olan miR-155-5p’nin arasinda potansiyel
bir etkilesim oldugunu géstermektedir. Serum 25-(OH) D3 diizeyleri ve miR-155-5p
ekspresyon seviyeleri arasindaki iligkinin altinda yatan mekanizmalarin ve cesitli
fizyolojik ve patolojik siiregler iizerindeki birlesik etkilerinin anlasilmas: i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Grup-2’deki fingolimod tedavisi alan RRMS grubunun plazma miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyelerinin, naif RRMS grubunun plazma miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu
goriilmiistiir (P=.02). Hasta ve kontrol gruplar1 ikili olarak gruplandirilarak
gerceklestirilen ikili lojistik regresyon analizlerinde plazma miR-196a-5p rdlatif
ekspresyon seviyesi naif RRMS hastas1 olma veya tedavi alma durumuyla iligkili
bulunmamis olsa da gruplar aras1 karsilastirma analizlerinde hasta ve kontrol gruplari
arasinda plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark gorildiigii icin ROC analizleri gerceklestirilmistir.

Gergeklestirilen ROC analizlerine gore plazma miR-196-5p rolatif ekspresyon
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seviyelerinin fingolimod tedavisi alan RRMS ve naif RRMS hastalarinin
siiflandirilmas: icin orta derecede bir ayirict potansiyelinin oldugu goriilmustiir
(AUC=0.715, P=.005). MS hastalarinda tedaviyle iliskisi daha 6nce hig¢ ¢alisitlmamis
olan miR-196a-5p’nin dolasimdaki ekspresyon seviyelerinin de MS hastaligindaki
roline dair Ornek bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda ilk kez
dolasimdaki miR-196a-5p ekspresyon seviyesinin fingolimod tedavisiyle olan iliskisi
calisilmistir. Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyelerinin naif RRMS grubuna gore daha diisiik olmasi, immiin sistem
ve enflamatuar yanitlar tizerinden etkinlik gosteren fingolimod tedavisi ile miR-196a-
5p ekspresyon seviyeleri arasindaki iliskiyi gostermektedir. Fingolimod tedavisi ile
degisen plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesi hakkinda daha kapsamli
sonuclara ulagilmasi ve fingolimod tedavisinin molekiiler isleyisinde bu miRNA nin
roliinlin anlasilmasi i¢in gelecek caligsmalara ihtiyag duyulmaktadir. Bu sonuglara ek
olarak fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda gerceklestirilen korelasyon
analizlerinde plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile serum total
kolesterol (p=393, P=.04) ve LDL-kolesterol (p=440, P=.02) diizeyleri arasinda
pozitif bir korelasyon goriilmiistiir. miR-196a-5p’nin 6nciil yag dokusu hiicrelerinin
cogalmast ve olgun yag dokusu hiicrelerine farklilasmasi olan adipogenezde
diizenleyici rolii oldugu bilinen HOXC8 ve SFMBT1 genlerini hedeflemesi, lipit
metabolizmasiyla arasindaki potansiyel iliskiyi ve korelasyon analizlerinde elde edilen
sonuglart desteklemektedir (Ghanbari vd., 2015). miR-196a-5p’nin adipogenezdeki
gorevleri, serum kolesterol ve trigliserit degisimlerinin hastaligin progresyonuyla ve
engellilik skorlariyla iligkili oldugunu gostermesiyle birlikte ele alindiginda, bu
miRNA’nin lipit metabolizmasindaki gorevleriyle de hastaligin progresyonunu

etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda incelenen 146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p’nin hedef
genleriyle ve ortak olarak hedefledikleri genlerle olan iliskilerinin incelendigi in silico
analizler miRNET programi {izerinden ve KEGG veri tabanindan yararlanilarak
gerceklestirilmis, tez kapsaminda calisilan miRNA’larin hedef genleri ve ortak olarak
hedefledikleri genler haritalandirilmistir. miR-146a-5p’nin  TLR/NF-kB sinyal
yolaginin ana negatif diizenleyicisi roliinde olmas1 ve in silico analizler sonucunda MS
ile iliskili oldugu diistiniilen PTGS2 ve TGFB1 gibi genleri hedeflediginin goriilmesi,
bu miRNA’nin MS hastaliinin patogenezinde tek bir yolak iizerinden degil karmagsik
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birgok biyolojik siiregte rol aldigin1 gostermektedir. Benzer sekilde miR-155-5p ve
miR-196a-5p’nin de hedeflerinin remiyelinizasyonda, bagisiklik ve enflamatuar
yanitlarin diizenlenmesinde rol almasi ve bazi hedeflerinin astim ve ankilozan
spondilit gibi otoimmiin ve enflamatuar hastaliklarla iligskilendirilmesi; bu
miRNA’larin MS patagonezinde farkli sekillerde rol aldiklarinin ve hedeflerinin
terapdtik potansiyellere sahip oldugunun bir gostergesidir. In silico analizlerle bu tez
kapsaminda ¢alisilan miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p’nin etkilesim aginin
incelenmesiyle elde edilen dikkat ¢ekici bir diger sonu¢ bu miRNA’larin hiicresel
gelisim ve farklilagmay1, metabolizmay1, go¢ ve apoptoz gibi bircok biyolojik stireci
diizenleyen ortak hedef genlere sahip olduklarinin goriilmesidir. Tek tek ve bir arada
diistintildiiklerinde, bu miRNA’larin MS’in patogenezi ve progresyonu igin kritik
olabilecek hedeflere sahip olmalari miR-146a-5p, miR-155-5p ve miR-196a-5p’nin ve
hedeflerinin MS hastaliginda terapotik birer hedef olabilecegini gostermektedir. Bu
miRNA’larin MS hastaligiyla ve MS hastaliginin tedavisinde kullanilan tedavi
ajanlartyla iliskilerinin molekiiler ve boylamsal c¢aligmalarla incelenmesinin, bu
miRNA’larin hastaligin patogenezindeki rollerinin ve ekspresyon seviyeleri {lizerine
tedavi ajanlarinin etkilerinin anlagilmasi i¢in daha kapsamli sonuglarin elde edilmesine

katki saglayacag diistiniilmektedir.
Bu tez ¢alismasinda elde edilen 6nemli sonuglar asagida 6zet olarak sunulmuslardir:

e MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin T alel frekansinin RRMS grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(P=.018).

e Dominant modele gore gergeklestirilen karsilastirma sonuglarina gore
MIR196A2 rs11614913 C/T SNP’sinin TT+CT genotipine sahip olmanin
RRMS riski ile iligkili oldugu goriilmiistiir (OR=1.51, P=.005).

e OR ve P degerleri yasa ve cinsiyete gore diizenlenerek Yyeniden
hesaplandiginda da dominant modele gore MIR196A2 rs11614913 C/T
SNP’sinin TT+CT genotipine sahip olmanin RRMS riskiyle iliskili oldugu
goriilmistiir (OR:1.51, P=.005).

e Ikili lojistik regresyon analizlerine gore, MIR196A2 rs11614913 C/T
SNP’sinin CT genotipi RRMS riski ile iliskilidir (OR=1.52, P=.008).

e ikili lojistik regresyon analizlerinde rs2910164 SNP’sinin GC veya CC

genotipine sahip olma durumu farkli modellerde hizli MS progresyon riski
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(MSSS>5) ile iligkili bulunmustur (Model 5: OR=1.83, P=:047; Model 6:
OR=1.19, P=.049).

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-146a-5p rolatif
ekspresyon seviyeleriyle plazma miR-155-5p (p=596, P=.001) ve miR-196a-
S5p (p=527, P=.003) seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
gorilmistiir.

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyeleri fingolimod tedavisi alan
RRMS grubunda, naif RRMS ve kontrol grubuna gore daha diistiktiir
(Fingolimod alan RRMS-Naif RRMS: P<.001; Fingolimod alan RRMS-
Kontrol: P<.001).

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyeleriyle plazma miR-146-5p (p=596, P=.001) ve miR-196a-
S5p (p=556, P=.002) seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
goriilmiistir.

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyeleri ile serum 25-(OH) Ds diizeyleri arasinda pozitif bir
korelasyon goriilmiistiir (p=521, P=.004).

Ikili lojistik regresyon analizlerine gore, plazma miR-155-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin azalmasiyla tedavi alan RRMS olma durumu anlamli
derecede iligkilidir (OR=0.013 P=.001).

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS hastalarinin ve
kontrol gruplarinin smiflandirilmas: icin zayif derecede bir ayirict
potansiyelinin oldugu goriilmiistiir (AUC=0.691, P=.01).

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan RRMS ve naif
RRMS hastalarinin siniflandirilmasi i¢in iy1 derecede bir ayirici potansiyelinin
oldugu goriilmiistiir (AUC=0.890, P<.001).

Plazma miR-155-5p rolatif ekspresyon seviyesinin fingolimod tedavisi alan
RRMS ve kontrol gruplarinin siniflandirilmasi i¢in ¢ok iyi derecede bir ayirici
potansiyelinin oldugu goriilmiistiir (AUC=0.923, P<.001).

Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyeleri fingolimod tedavisi alan
RRMS grubunda, naif RRMS grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
derecede daha diisiiktiir (Fingolimod alan RRMS-Naif RRMS: P=.02).
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Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyeleriyle plazma miR-146-5p (p=527, P=.003) ve miR-155-5p
(p=556, P=.002) seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda plazma miR-196a-5p rolatif
ekspresyon seviyeleri ile serum total kolesterol (p=393, P=.04) ve LDL-
kolesterol (p=440, P=.02) diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon
gorilmistiir.

Plazma miR-196a-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan RRMS ve naif
RRMS hastalariin siniflandirilmasi  i¢in  orta derecede bir ayirici
potansiyelinin oldugu goriilmiistiir (AUC=0.715, P=.005).

Erkek RRMS hastalarinin kadin RRMS hastalarina gére daha yiiksek EDSS
skoruna (P=.01), daha fazla sayida orta diizey EDSS riskine (EDSS>3) sahip
hastaya (P=.01) ve daha yiiksek MSSS degerlerine (P=.009) sahip oldugu
goriilmiistiir.

Erkek RRMS hastalarinda serum trigliserit (P<.001), LDL-kolesterol (P=.01)
ve VLDL-kolesterol (P<.001) diizeylerinin kadin RRMS hastalarindan yiiksek;
serum HDL-kolesterol (P<.001) diizeylerinin diisiikk oldugu gorilmiistiir.
Fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinin EDSS skorlarinin, naif RRMS
hastalarinin EDSS skorlarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.001).

Serum trigliserit diizeylerinin fingolimod tedavisi alan RRMS grubunda,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu
goriilmustiir (P=.009).

Serum 25-(OH) D3 diizeylerinin naif RRMS hastalarinda, fingolimod tedavisi
alan RRMS hastalarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu goriilmiistir (P=.002).

Fingolimod tedavisi alan RRMS grubunun hem T1 (P<.001) hem de T2
(P<.001) lezyon sayilarinin, naif RRMS grubundan istatistiksel olarak anlamli
derecede daha ytiiksek oldugu goriilmiistiir.

Kontrast tutan lezyona sahip birey sayisinin naif RRMS grubunda, fingolimod
tedavisi alan RRMS grubundan istatistiksel olarak fazla oldugu goriilmiistiir

(P<.001).
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e VLDL-kolesterol diizeylerinin EDSS skorlar1 (p=.248, P<.001) ve MSSS
degerleri ile (p=.185, P<.001) pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur.

e Hastalik siiresinin (OR=1.23, P<.001) ve tedavi siiresinin (OR=1.24, P<.001)
orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iligkili oldugu bulunmustur.

e VLDL-kolesterol, hastalik (OR=2.13, P=.03) ve tedavi siiresiyle (OR=2.40,
P=.01) birlikteyken orta diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili bulunmustur.

o VLDL-kolesterol miRNA SNP’lerinin kodominant (OR=2.51, P=.002) ve
dominant (OR=2.50, P=.002) modellerinin bulundugu ikili lojistik regresyon
modellerinde hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iligkili bulunmustur.

e Serum trigliserit diizeyleri hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskili
bulunmustur (OR=1.18, P=.04).

Bu tez calismasiyla, enflamatuar ve bagisiklik yanitlarinin olusmasiyla iliskili olan
miR-146a-5p, MiR-155-5p ve miR-196a-5p miRNA’lariin dolasimdaki ekspresyon
seviyeleriyle bu miRNA’larin genlerinde bulunan SNP’lerin (rs2910164, rs767649,
rs11614913) MS hastaligi riski ile iliskisi incelenmis, bu SNP’lerin miRNA plazma
ekspresyon seviyesi lizerindeki etkileri ve Tiirk toplumunda MS’e yatkinliktaki rolleri
kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. Ayrica miRNA plazma ekspresyon
seviyelerinin MS hastaligmmin  teshisi ve uygulanan tedavinin etkilerinin

gozlemlenebilmesi i¢in biyobelirte¢ olma potansiyelleri de degerlendirilmistir.

Bu tez calismasiyla ilk defa Tiirk toplumunda MIR146A rs2910164, MIR155 rs767649
ve MIR196A2 rs11614913 SNP’lerinin RRMS hastalig: riskiyle iligkisi incelenmis;
daha once MS ile iliskisi hi¢ ¢alisilmamis olan MIR196A2 rs11614913 SNP’sinin
polimorfik T alelinin Tiirk toplumunda MS hastalig1 i¢in bir risk faktorii oldugu ortaya
konmustur. Bu SNP’nin {irlinii olan miR-196a-5p’nin ekspresyon seviyesi lizerindeki
etkilerinin ve miR-196a-5p’nin MS hastaliginini patogenezinde ve progresyonundaki
roliinlin  anlagilmas1  icin  molekiiler diizeyde fonksiyonel c¢alismalarin

gerceklestirilmesi onerilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda miRNA SNP’leriyle birlikte plazma miRNA ekspresyon
seviyeleri de incelenmis, plazma miR-155-5p ve miR-196a-5p rdlatif ekspresyon
seviyelerinin fingolimod tedavisi alan RRMS hastalarinda, naif RRMS hastalarina
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu goriilmistiir. Bu
miRNA’larin fingolimod tedavi ajaninin terapotik bir hedefinin olup olmadiginin

anlagilmast icin molekiiler diizeyde; tedavi yamtinin degerlendirilmesindeki
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potansiyellerinin Ol¢lilmesi i¢in de boylamsal calismalarin gerceklestirilmesi

Onerilmektedir.

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglara dair gergeklestirilecek daha kapsamli
caligmalarla birlikte, miRNA SNP tasiyicilar1 daha geng yaslarda, henliz MS teshisi
almadan takip edilebilir, bu SNP tasiyicilarinda MS hastaliginin  gelisimi
yavaglatilabilir ve bu kisiler MS teshisi aldiklarinda hastaligin prognozunu hafifletmek
icin kisisellestirilmis Onlemler almabilir. Plazmadaki potansiyel biyobelirteg
adaylarin1 ortaya koyan bu caligmadan elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak heniiz
kesin bir tedavisi bulunmayan MS hastalig1 i¢in dolasimdaki miRNA’lar1 hedefleyen
terapOtik ajanlar gelistirilebilir; boylamsal ¢alismalardan elde edilecek sonuglarla hem
MS hastaliginin  progresyonunun hem de tedavi yantlarmin takibi i¢in
biyoalgilayicilar gelistirilebilir. Multidisipliner bir yaklasimin benimsendigi bu tez
calismasi, ulasilan dikkat ¢ekici sonuglartyla Biyomedikal Miihendisligi alanina

onemli katkilarda bulunmus bir ¢alisma olarak nitelendirilmektedir.
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2196-n0’lu ¢alisma

Ankara Sehir Hastanesi Néroloji Klinigi’nde yapilmas planlanan“miR-146a, miR-155
ve miR-196a2’nin Plazma Ekspresyon Seviyeleri ve Genetik Polimorfizmlerinin Multipl
Skleroz Riski, Disabilite Skorlar ve Birinci Basamakta ve lkinci Basamakta Kullanilan
Tlaglar ile Iligkisinin Aragtinlmasi™ konulu ¢aligma incelenmis olup, Etik agidan oy birligiyle
uygun goriilmiistiir.
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EK-2

Cizelge Ek.1: Kullanilan malzemelerin katalog numaralari, {iretici firmalari

ve liretim yerleri.

Malzeme Katalog Numaras1 | Uretici Firma ve Mensei
AMPIGENE gPCR Probe . .
Mix Hi-ROX ENZ-NUC-106-1000 | Enzo Life Science, ABD
Carrier RNA 1068337 Qiagen, Almanya
Etanol 920.026 ISOLAB, Almanya
Etilen diamin tetra asetik asit E5134 Sigma-Aldrich Co., St.
disodyum tuz (EDTA) Louis, ABD
: N Sigma-Aldrich Co., St.
Hidroklorik asit (HCI) 07102 Louis, ABD
Sigma-Aldrich Co., St.
Kloroform 34854 Louis, ABD
Magnezyum kloriir (MgCl12) M8266 Sigma-Aldrich Co., Cin
MicroAmp Fast Optical 96- Applied Biosystems,
Well Reaction Plate - ABD
miRCURY LNA RT Kit 339340 Qiagen, Almanya
miRCURY LNA SYBR :
Green PCR Kit 339346 Qiagen, Almanya
miRNEasy Serum/Plasma Kit 217184 Qiagen, Almanya
Phosphate buffered saline Sigma-Aldrich Co.,
P4417 o
(PBS) Isvigre
, Santa Cruz
Potasyum kloriir (KCI) sc-203207 Biotechnology, ABD
Qiazol Liziz Reajeni 79306 Qiagen, Almanya
RNase AWAY™ Surface Sigma-Aldrich Co., St.
Decontaminant MBP-7000 Louis, ABD
Sodyum dodesil siilfat (SDS) L3771 Sigma-Aldrich Co.,
Japonya
N Sigma-Aldrich Co.,
Sodyum kloriir (NaCl) 31434 Danimarka
TagMan® genotyping master 4371355 Applied Biosystems,
mix Avustralya
TagMan® SNP genotyping 4351376 Applied Biosystems,
assays ABD
Tris (hidroksimetil) amino- 252859 Sigma-Aldrich Co., St.
metan Louis, ABD
. Sigma-Aldrich Co., St.
Triton X-100 T8787 Louis, ABD
Trizma hidroklortir (Tris- T5941 Sigma-Aldrich Co., St.
HCI) Louis, ABD
Tween 20 P1379 Sigma-Aldrich Co.,
Fransa
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EK-3

Cizelge Ek.2: Kullanilan cihazlarin modelleri, tiretici firmalar1 ve {iretim
yerleri.

Cihaz Model Marka ve Uretim Yeri
-20°C Buzdolab1 LGex 3410 Index 22A/001 Liebherr, Almanya
+4°C Buzdolabi LKv 3913 Index 20B/001 Liebherr, Almanya
-86°C Buzdolabi1 MDF-U55V-PE Panasonic, Japonya
Biyogiivenlik kabini 52020 1.2 Thermo Scientific™,
Almanya
Es zamanli PCR cihazi StepOne Plus gpiied Eéol:s)yStemts'
Hassas tarti PLJ 300 Kern, Almanya
Kuru blok 1sitict Bio TDB-100 BioSan, Letonya
Laminar akis kabini LAF-90 MetiSafe, Tiirkiye
Manyetik Karistirici ArecX Velp Scientifica, Italya
Mikrosantrifiij MiniSpin® Eppendorf, Almanya
Otoklav MLS-3751L Panasonic, Japonya
PCR cihazi Mastercycler® Nexus Eppendorf, Almanya
pH metre pH 1100 L VWR, ABD
Saf su cihazi Minipure MES Medikal, Tiirkiye
. Thermo Scientific™,
Saf su cihazi Smart2Pure 6 UV/UF ABD
Sogutmali santrifuj Universal 320R Hettich, Almanya
Su banyosu 462-0353 VWR, ABD
UV-Vis Thermo Scientific™,
spektrofotometre NanoDrop™ One/OneC ABD
Vorteks 622.01.001 ISOLAB, Almanya

258



